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Uber die Gerinnung des Blutes. 
Ill. Mitteilung: 
Die Funktionen des Calciums. 
Von 


H. Dyekerhoff, R. Steiner und H. Miehler. 
(Aus dem Pathologischen Institut der Universitat Miinchen.) 


(Eingegangen am 23. Mdrz 1938.) 


Die klassische Blutgerinnungstheorie lehrt, da8 der eigentlichen 
Gerinnung des Blutes die Bildung von Thrombin aus Prothrombin 
und Thrombokinase unter Mitwirkung von Calciumionen vorausgeht. 
Es ist als gesichertes Ergebnis der Forschung anzusehen, da®B die Fibri- 
nogen-Fibrinumwandlung durch ein Ferment katalvsiert wird. Wie 
die Thrombinbildung vor sich geht, insbesondere, welche Rolle der 
Kalk dabei spielt, scheint uns dagegen weitgehend ungeklart. 

Die Ansicht, daB Blut nur in Gegenwart von Calciumionen ge- 
rinnen kann, stiitzt sich im wesentlichen auf folgende gesicherte Ver- 
suchserge bnisse : 

1. Alle kalkfallenden oder -entionisierenden Anionen verhindern 
die Blutgerinnung schon in kleinen Konzentrationen. 

2. Die Wiederentfernung dieser Ionen aus dem Plasma lést keine 
Gerinnung aus. 

3. Kalkentziehung durch Dialyse oder Ultrafiltration verhindert 
ebenfalls die Gerinnung. 

Der klassischen Blutgerinnungslehre zufolge soll die Anwesenheit 
von Kalk nur bei der Bildung von Thrombin aus seinen Komponenten, 
nicht aber zur Fibrinogenumwandlung notwendig sein. Wdéhlisch' 
halt die Unentbehrlichkeit des Kalks fiir den Gesamtproze8 der Blut- 
gerinnung aus den oben angefiihrten Griinden fiir erwiesen. Da er in 
jiingster Zeit nachweisen konnte, daB Kalk bei der Fibrinbildung weit- 
gehend entbehrlich ist?, ein Befund, den auch wir reproduzieren konnten, 
verlegt er, in Ubereinstimmung mit der klassischen Blutgerinnungs- 
lehre, die Unentbehrlichkeit des Kalks in die erste Phase der Blut- 
gerinnung. 

Nicht nur dieser indirekte SchluB, sondern auch die Betrachtung 
der isolierten ersten Phase der Blutgerinnung scheint auf die Not- 
wendigkeit des Kalks bei der Thrombinbildung hinzuweisen. 


1 EF. Wohlisch, Naturwiss. 33, 513, 1936. —- ? H. Weitnauer u. BE. Woh- 
lisch, diese Zeitschr. 288, 137, 1936. 
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to 


H. Dyckerhoff, R. Steiner u. H. Miehler: 


Entkalktes Serum bildet mit Thrombokinase kein Thrombin mehr. 
Sowohl Howells! Prothrombin aus Oxalatplasma, als auch die kalk- 
armen Prothrombinpraparate von Mellanby? verwandeln sich ebenfalls 
nur nach Kalkzusatz in-Thrombin. Alle diese Versuche, die wir zum 
groBten Teil mit gleichem Ergebnis wiederholt haben®, entbehren der 
analytischen Kontrolle des trotz der Entkalkung verbleibenden Calcium- 
gehalts. 

M. Crane und H.N.Sanford* und in sorgfaltigen und genauen 
Untersuchungen R. Nordbé® haben die untere Calciumschwelle er- 
mittelt, die ein Plasma enthalten muB, um noch ohne Thrombinzusatz 
gerinnen zu kénnen. Unter 1 mg®,, Calciumgehalt findet Nordbé (1. c.) 
keine Gerinnung mehr. Steigert man den Kalkgehalt der Plasmen 
iiber diesen Wert, so findet man mit zunehmender Kalkmenge sich bis 
zu einem Minimalwert verkiirzende Gerinnungszeiten. Wir haben 
Plasmen, Sera und Thrombinlésungen in der gleichen Weise entkalkt, 
wie dies Weitnauer und Wéhlisch (1. c.) beschrieben haben. Der Kalk- 
vehalt der entkalkten Systeme, deren Mischungen gut gerannen, 
schwankte zwischen 0,1 und 0,15 mg%. Dieser Kalkgehalt schlieBt 
die Moéglichkeit, daB Thrombin Calcium als Bestandteil seines Molekiils 
enthalt, nicht aus, liegt aber weit unter der Grenzschwelle, die Nordbé 
(l. ec.) fiir die Plasmagerinnung findet. 

Fertig gebildetes Thrombin kann demnach zweifellos Gerinnung 
herbeifiihren in Gegenwart viel Kleinerer Calciummengen, als sie zur 
Aktivierung des im Plasma selbst vorhandenen Fermentsystems not- 
wendig sind. 

Der naheliegende SchluB, daB die erste Phase der Blutgerinnung 
diesen erhéhten Kalkbedarf erfordert, ist aber dennoch nicht statthaft, 
denn Mellanby (l.c.) gelang es, durch Veranderung der Wasserstoff- 
ionenkonzentration in Gegenwart von weit Weniger als 1 mg®,, Calcium 
aus Prothrombin Thrombin zu erhalten. Alle diese Befunde deuten 
darauf hin, da8 die zur Auslésung der Gerinnung notwendige Mindest- 
menge Kalk vom jeweiligen Zustand abhangt, in dem sich ein Ge- 
rinnungssystem befindet. Da der Kalkbedarf eines Gerinnungssystems 
also nicht bedingt ist durch die vorhandene Prothrombin-Thrombo- 
kinase- oder Thrombinkonzentration, scheint das Calcium mit Stoffen 
zu reagieren, die nicht zu den eigentlichen Komponenten des Ferment- 
systems der Gerinnung zu zahlen sind, deren Anwesenheit jedoch den 
Ablauf der Gerinnung verzégert oder verhindert. Die folgenden Ver- 
suchsergebnisse machen diese Auffassung sehr wahrscheinlich. 


1 W. H. Howell, Amer. J. of Physiol. 35, 474, 1914. — ? J. Mellanby, 


Proc. Roy. Soe. London 107. —- * Vgl. auch Dyckerhoff u. Kiirten, diese 
Zeitschr. 284, 111, 1936. 4 M.Crane u. H. N. Sanford, Amer. J. of 


Physiol. 118, 703, 1937. —- > R. Nordbé, Skand. Arch. f. Physiol. 75, Suppl. 
Nr. ii, 














Gerinnung des Blutes. III. 3 


Bei langdauernder Dialyse entkalkter und nicht entkalkter Magne- 
siumsulfat- und Oxalatplasmen haben wir stets beobachtet, daB die 
durch Zusatz gleicher Thrombinmengen erreichte Gerinnungszeit 
zunahm. Bei Kalkzusatz lie8 sich in allen Fallen die urspriingliche 
Gerinnungszeit wiedererhalten. Die Dialyse kann also im beobachteten 
Zeitabschnitt das Gerinnungssystem der Plasmen nicht geschadigt 
haben. Es miissen hemmende Substanzen entstanden sein, die durch 
Kalk ausgeschaltet werden k6énnen. 

LaBt man Rinderserum auf verdiinntes Magnesiumsulfatplasma 
einwirken, so findet man, da bei frischen Sera stets, bei gealterten 
haufig, Kalkzusatz eine bedeutende Verkiirzung der Gerinnungszeit 
hervorruft. Fallt man derartige Sera mit Aceton, so findet man die 
Trockenpriparate nicht mehr kalkaktivierbar, bei guter Ferment- 
ausbeute. Der im Serum vorhandene, durch Kalk ausschaltbare 
Hemmungskorper ist also durch die Acetonfallung entfernt worden. 

In bezug auf seine aktivierende Wirkung ist das Calcium in allen 
Fallen ersetzbar durch Strontium.  Dialysierte, entkalkte und nicht 
entkalkte Magnesiumsulfat- und Oxalatplasmen gerinnen, nach vor- 
heriger Verdiinnung auch auf Zusatz von Barium- und Magnesium- 
ionen. Plasmen, die nach langdauernder Dialyse auf Thrombinzusatz 
hin verlangsamt gerinnen, zeigen bei gleichzeitiger Zugabe von Barium- 
oder Magnesiumionen bedeutend schnellere Gerinnung!. 


Experimenteller Teil. 
Bestimmung der Gerinnungszeit. 

Die Bestimmung der Gerinnungszeit der unverdiinnten Plasmen geschah 
stets in der Weise, daB wir zu 2 ccm Plasma die zu untersuchende Menge 
zweiwertiger Ionen gaben. Das Festwerden des Plasmas zeigte uns das 
Ende der Gerinnung an. Wenn verdiinnte Plasmen zur Untersuchung 
kamen, wurde Magnesiumsulfatplasma stets mit 9 Teilen, Oxalatplasma 
mit 4 Teilen Wasser verdiinnt. In entkalkten Plasmen wurde die durch 
die zugesetzte Ammonchlorid- und Ammonoxalatlésung bedingte Ver- 
diinnung mitberiicksichtigt. Zu 2 cem derart verdiinntem Plasma wurden 
alle Zusatze gelést in 2cem Wasser gegeben, so dal} das Gesamtvolumen 
der Versuchsmischung stets 4ccm betrug. Auch die Untersuchung des 
Fermentgehalts von Thrombinbereitungen und Seren geschah stets durch 
Zusatz der gewiinschten Fermentmenge, die auf 2 cem mit Wasser verdiinnt 
wurde, zu 2cem des verdiinnten Plasmas. Die Gerinnungsfihigkeit der 
Plasmen wurde stets durch Zusatz von 1 mg Standardthrombin gepriift. 
Als Endpunkt der Gerinnung wurde der Zeitpunkt angegeben, bei dem die 
ersten Fibrinfaiden sichtbar wurden. 


Entkalkung von Plasmen und Thrombinprdparaten. 
Die Entkalkung geschah stets in der Weise, wie sie Weitnauer und 
Wohlisch (1. c., und zwar 8. 139) angegeben haben. Die so behandelten 


1 Vgl. auch J. Mellanby, J. of Physiol. 38, 28, 1909; H. Dyckerhoff u. 
H. Kiirten, |. «. 


1* 





4 H. Dyckerhoff, R. Steiner u. H. Miehler: 


Plasmen wurden dann zur Entfernung der Salze gegen 0,9 °,ige Ammon- 
chloridlésung, deren pq durch Ammoniak auf 7,0 eingestellt war, 
dialysiert. Gegen diese Mischung wurde dialysiert, um den Gehalt 
an nichtfliichtigen Salzen méglichst klein zu halten, was die Calcium- 
bestimmung erheblich genauer gestaltet. In einigen Fallen wurde auch 
der Kalkgehalt nicht dialysierter, sondern nur entkalkter Systeme unter- 
sucht. Alle Lésungen, deren Kalkgehalt bestimmt wurde, waren vorher 
auf ihre Gerinnungsfahigkeit bzw. Gerinnungskraft gepriift worden. 

Zur Caleiumbestimmung wurden jeweils etwa 500 cem Plasma bzw. 
10g Thrombin in einer Platinschale verascht und gegliiht. Dann wurde 
in Schwefelséure aufgenommen und nach Thierfelder! Calcium als Oxalat 
gefallt. Dann wurde vergliiht und das Oxyd gewogen. Das wieder geléste 
Oxyd wurde nochmals nach Thierfelder als Oxalat gefallt. Das in 25 °jiger 
Schwefelsiiture geléste Caletumoxalat wurde dann mit n,/200 Kalium- 
permanganat titriert. Alle verwendeten Reagenzien waren vorher funken- 
spektroskopisch auf ihre absolute Kalkfreiheit gepriift worden. Alle ver- 
wendeten GlasgefiBe und Dialysierhiilsen waren mindestens 14 Tage mit 
einer Mischung von 3 Teilen 5°,iger Ammonoxalatlésung mit 1 Teil 5 °,iger 
Ammonchloridlésung behandelt worden. 


Tabelle I. Calciumgehalt kraftig entkalkter Thrombinpraparate 


und Plasmen. 





Oxalatplasma Mg 8 0,-Plasma Thrombinpraparate 
1000 cem 1000 cem 10g 
Calciumion in mg ....... 1,86; 1,94 1,55; 1,43 1,19; 1,14 


Das Thrombinpraparat enthalt ungefahr 1!) , 9999 seines Gewichts 
an Caleitum. Das wiirde ein mindestes Molekulargewicht von 400000 
fiir den ThrombineiweiBkérper voraussetzen, wenn 1 Molekiil Calcium 
auf ein Proteinmolekiil treffen soll. Wir haben Thrombinpraparate 
erhalten kénnen, die 40mal wirksamer waren als das oben untersuchte. 
Demnach kann der Gehalt der hier entkalkten Praiparate an ,,reinem 
Thrombin héchstens 1/4) betragen. Auf reines Thrombin bezogen 
enthalten die Praparate also nur !/,.. ihres Thrombingewichts an Kalk, 
was einem Molekulargewicht des ThrombineiweiBes von 10000 ent- 
sprechen wiirde. 


Tabelle II. Einwirkung von Serum auf verdiinntes MgSO,-Plasma. 





ecm Serum: 0,025 0,05 0,075 0.1 0,25 1,0 
Gerinnungszeit .......... 30 16 14 14 8 9 
” mit lmg Ca 20 14 11 10 5 6 


Die Gerinnungszeit ist in Minuten angegeben. 


1 Handb. d. physiol.-chem. u. path.-chem. Analyse, 8. 827, Berlin 1924. 











lil. D 


Gerinnung des Blutes. 


Tabelle Il zeigt, da} die durch Serum oder Serum-Calciumzusatz 


MgSO,-Plasma erhaltenen Gerinnungszeiten den  verwendeten 


zu 
Serummengen, besonders bei Zugabe von viel Serum, nicht proportional 
Quantitative Angaben iiber den Thrombingehalt der Sera sind 


sind. 
daher nicht méglich. 


Tabelle LIL. Abhangigkeit der Gerinnungskraft von 0,25 cem Serum 


von der zugesetzten Calciummenge. 





Zugesetzt mg Ca: 0 0.01 0,025 0,05 01 0.2 0.3 


Gerinnungszeit 6,75 6 5 3 5 13 


Die Gerinnungszeit ist in Minuten angegeben. 
Aus Tabelle III ist ersichtlich, daB die Kalkaktivierung des Serums 


ein Optimum zeigt. 


Tabelle IV. 


Faillung kalkaktivierbarer 


Sera 


mit Aceton. 





Gerinnungszeit 





Alter AB oe 
: : Aktivititsgrad 
des Serums ohne Ca mit 1 mg Ca 
CE ae eee 30 Min. 7.9 Min. 3,5 Min. 43 % 
Trockenpraparat ....... 3 are 2,9 100 9, 
LL ra ae ree 2 Tage : ee oss 100°, 
Trockenpraparat ....... WO ss ‘ne 100 % 
RE cla sictere pee tison tinsel 30 Min. 7 aa ss 50% 
Trockenpraparat ....... 3,5 3,5. 100°, 
Das erste Serum ist durch Gerinnenlassen von Blut, das zweite 


durch Alternlassen von Serum 1, das dritte Serum durch Zusatz von 
Calcium zu Oxalatplasma gewonnen. Ahnliche Ergebnisse wurden in 
Zur Bestimmung wurden stets 0.25 cem Serum 


Ein- 


allen Fallen erhalten. 
bzw. Smg Trockenpraparat angewandt. Die Sera wurden durch 
gieBen in das drei- bis vierfache Volumen Aceton gefallt. Dann wurde 
an der Zentrifuge drei- bis viermal mit Aceton und einmal mit Ather 
gewaschen und an der Luft getrocknet. Tabelle IV zeigt, da} Rinder- 
serum durch Acetonfallung seine Kalkaktivierbarkeit einbiiBt. 


Tabelle V. Kalkaktivierbarkeit von Thrombintrockenpraparaten. 





Zugesetzte Menge Ca in mg: 0 01 0,25 0,5 l 
Gerinnungszeit von Praparat Nr. 1 4,25 4,30 5 6,25 8 
sh = a °° 2 4,75 9,25 5,30 6,50 8,45 
Die Gerinnungszeiten der Tabelle V sind in Minuten angegeben. 


Praparat 1 ist ein nach Dyckerhoff und Kiirten (l.c.) hergestelltes 











6 H. Dyckerhoff, R. Steiner u. H. Miehler: 


Trockenpraiparat, von dem 1 mg angewandt wurde. Praparat 2 ist 
aus Praiparat 1 durch Umfallung nach vorheriger kraftiger Entkalkung 
und Dialyse gewonnen. Tabelle V zeigt, daB Kalk weder kalkhaltige 
noch entkalkte Thrombinpraparate aktivieren kann, sondern deren 
Wirksamkeit in hoher Konzentration hemmt. 


Tabelle VI. EinfluB von Entkalkung und Dialyse auf Thrombin- 
praparate. 





Nach Dialyse in Tagen 


3 » des Prapar: lista , Nach 
Behandlung des Priparats Unbehandelt Entkalkung ape ; : ; 
Gerinnungszeit ......... 1’ 50” 1’ 55" 1’ 46" | 1’ 50" | 1° 60” | 8’ 36" 
we mit 0,5mgCa 3’ 26" 3’ 10” | 3’ 25" | 8’ 80" | 6' 06" 


Es wurden Mengen, die 1 mg Trockenpriparat enthielten, an- 
gewandt. Ein nach Dyckerhoff und Kiirten (1. ¢.) hergestelltes Trocken- 
praparat wurde nach Weitnauer und Woéhlisch entkalkt, und dann gegen 
physiologische Kochsalzlésung dialysiert. Es wurden 5 mg Trocken- 
priparat im ccm Wasser gelést, so daB im Versuchsansatz 0,2 cem 
Thrombinlésung angewandt wurden. Die dadurch in den Versuchsansatz 
gebrachte kleine Oxalatmenge wirkt noch nicht nachweisbar hemmend. 
Durch Acetonfallung nach zweitaigiger Dialyse konnten wir oft Trocken- 
priparate erhalten, die ebenso wirksam waren, wie das Ausgangs- 
material (siehe Tabelle V). Zusatz von 0,5 mg Calcium wirkt bereits 
hemmend., 

Altern von MgS0O,-Plasmen. 

Bewahrt man MgSO,-Plasmen im Eisschrank auf, so nimmt deren 
Gerinnungsfahigkeit langsam ab, ohne sich durch Calcium wieder- 
herstellen zu lassen. Kin frisch bereitetes MgSO,-Plasma ergab nach 
Zusatz von 1 mg Standardthrombin eine Gerinnungszeit von 4 Minuten. 
Nach dreiwéchigem Altern war diese Zeit auf 9 Minuten verlangert. 
Zugabe von 1mg Calciumion gemeinsam mit 1] mg Thrombin ver- 
langerte die Gerinnungszeit auf 19 Minuten. Entkalktes Plasma verhielt 
sich ebenso, Hierbei lit sich wegen der anwesenden groBen Oxalat- 
menge der EinfluB des Kalks nicht feststellen. 


Verhalten von MgS0O,-Plasmen in der Dialyse. 

Stets wurden etwa 150 cem Plasma gegen etwa 2 Liter physiologische 
Kochsalzlésung dialysiert, die taglich gewechselt wurden. Die Temperatur 
war um 0°. In einigen Fallen wurde gegen 0,9 °,ige Ammonchloridlésung, 
die mit Ammoniak neutralisiert worden war, dialysiert, ohne daB gegen- 
iiber den Kochsalzdialysen Unterschiede bemerkt wurden. 

Zugabe von 1 mg Calciumion zu 2 cem unverdiinntem Plasma rief 
Gerinnung hervor, wenn nach zwei- bis dreitaégiger Dialyse der Magne- 
siumgehalt sich verringert hatte. Das gleiche Verhalten zeigten vor 
der Dialyse entkalkte Plasmen. Die kiirzesten Gerinnungszeiten dieser 
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Systeme betrugen beim entkalkten Plasma 15 Minuten, beim nicht- 
entkalkten 20 Minuten. Eine Eigengerinnung wahrend der Dialyse 
wurde von uns auch bei den nichtentkalkten Systemen nie beobachtet. 
Die stets bei der Plasmaalterung auftretenden EiweiBausflockungen 
wurden nicht als Gerinnung angesehen. 

Wurden die Plasmen in der friiher angegebenen Weise vor der 
Bestimmung verdiinnt und dann 1 mg Calcium zugesetzt, so zeigten 
sich die gleichen Verhaltnisse wie in den unverdiinnten Systemen, nur 
daB die Gerinnungsfihigkeit sich schon nach kiirzerer Dialysendauer, 
also bei héherer Mg SO,-Konzentration, einstellte. 


Tabelle VII. Einwirkung von Thrombin auf dialysierende MgSO,- 


Plasmen. 





Gerinnungszeit nicht entkalkter (A) und entkalkter Mg50O,-Plasmen (B) 
nach Dialyse in Tagen 
Ferment : 


Throm- 
bin.... | 4’|—{14''6'114'14' 16") 7’) 7| 8’), 9°10’); 9°)11'|| 12°14’ || 16':16' |} 19’; 18’ 
Throm- 
bin ent- 
kalkt.. | 7'—(|!7' 9’ 7’ || —|10', 10110’ 10°12’ 15'.15’ || 21’ 20’ 


to 
wy 
to 
w 
to 

to 

-) 


Je 2 mg eines entkalkten, sowie eines nichtentkalkten Thrombin- 
trockenpraparates lieBen wir in der friiher beschriebenen Weise auf die 
dialysierenden und zur Bestimmung verdiinnten Plasmen einwirken. 
Bei der Verdiinnung wurde der durch die Entkalkung bedingte Volumen- 
zuwachs beriicksichtigt. Die Werte der Tabelle VII stellen Durch- 
schnittswerte aus einer groBen Reihe von gleichartigen Versuchen dar. 
Selbstverstandlich ist die absolute Gerinnungszeit stets verschieden. 
Stets zeigt sich aber ein Verlauf, der dem in Tabelle VII angegebenen 
entspricht. Setzt man auBer 2 mg Thrombin dem Versuchsansatz noch 
1 mg Calcium zu, so findet man in allen in Tabelle VII angegebenen 
Bestimmungen in Kolonne 1 4 Minuten und in Kolonne 2 7 Minuten 
Gerinnungszeit. Selbst nach 30tagiger Dialyse liBt sich also durch 
Kalkzusatz die urspriingliche Gerinnungszeit wieder erhalten. In 
Kolonne 2, B-Werte, wirkt kraftig entkalktes Thrombin auf kraftig 
entkalktes Plasma ein. Es ist ersichtlich, da8 auch hier die gleichen 
Verhaltnisse, wie bei den nicht entkalkten Plasmen vorliegen. 


Altern von Oxalatplasmen, 


Wir lieBen Oxalatplasmen in der gleichen Weise altern, wie dies 
bei den MgSO,-Plasmen beschrieben wurde. Hierbei verhielten sich 
die entkalkten und nichtentkalkten Systeme genau so wie die ent- 
sprechenden MgSO,-Plasmen. 








8 H. Dyckerhoff, R. Steiner u. H. Miehler: 


Verhalten der Oxvalatplasmen in der Dialyse. 

Die Dialyse der Oxalatplasmen geschah ebenso, wie dies bei den 
MgSO,-Plasmen angegeben wurde. Zugabe von 1 mg Calciumion, in 
0,1 com Wasser gelést, rief bei Zugabe zu 2 cem unverdiinntem Plasma 
eine Gerinnungszeit von etwa 7 Minuten hervor, und zwar bei nicht- 
entkalkten Plasmen sofort und bei entkalkten nach eintagiger Dialyse. 
Etwa 1 Woche lang hielten sich die Werte, um dann langsam, und in 
beiden Systemen gleichformig, abzusinken. Wurden die Plasmen von 
der Bestimmung auf das fiinffache Volumen mit Wasser verdiinnt, so 
betrug die Gerinnungszeit bei Zugabe von 1 mg Calciumion ungefahr 
3 Minuten. Etwa 1 Woche lang halt sich dieser Wert, der ebenfalls in den 
entkalkten, wie in den nichtentkalkten Plasmen gleichgefunden wird. 
Wir haben ein Plasma 50 Tage dialysiert und zu diesem Zeitpunkt 
noch Gerinnungszeiten von 20 Minuten beim entkalkten, und von 
21 Minuten beim nichtentkalkten Plasma erhalten. 


Tabelle VIII. Einwirkung von Thrombin auf dialysierend: 
Oxalatplasmen. 





Gerinnungszeit unbehandelter (A) und entkalkter (B) Oxalat- 
plasmen nach Dialvyse in Tagen 
Ferment 


Thrombin: entkalkt ....../ 3’ | 3’); 3' | 3° .3" | 4°16" | 8 6" 1.6’) 7 1.7 || 46" 43’ 
WORD. kcce sve es mr att Sa S| 0 a Sa 

2mg Thrombin und 3,14 mg entkalktes Thrombin, die, wie wir 
vorher festgestellt hatten, den 2mg Thrombin im Thrombingehalt 
entsprachen, lieBen wir in der vorher beschriebenen Weise auf ver- 
diinntes Oxalatplasma einwirken. Fiir die Werte von Tabelle VIII 
gilt dasselbe, was wir bei Tabelle VIT ausgefiihrt haben. Setzt man 
gleichzeitig mit dem Thrombin dem Versuchsansatz 1 mg Calciumion 
zu, so findet man in allen Fallen, mit Ausnahme des letzten Wertes, 
eine Gerinnungszeit von 3 Minuten. Nach 50tagiger Dialyse verringern 
sich die in Tabelle VIII angegebenen Gerinnungszeiten bei gleich- 
zeitigem Zusatz von 1 mg Calciumion alle auf 7 Minuten. Aus Kolonne 1, 
B-Werte, ersieht man, daB entkalktes Thrombin entkalktes Oxalat- 
plasma ausgezeichnet zur Gerinnung bringt. 


Tabelle IX. Ersetzbarkeit des Caleiums durch andere Tonen. 





Gerinnungszeit nach Zusatz von 2mg Thrombin und mg Ion 


Dialysiertes Plasma Calcium Strontium Barium Magnesium 
ohne at a 
0,5; 1 1,51/10.5; 1 51,5 1 2 3.105) 2 (3,5 


MgSO, 12’ 2’ | 3° | 3° 1 4? 14,574,6"' 8.6") 8" | 7") 4 


4 
oY ae meee OG rds era 13’ |'6.5''.4' | 6" 1-9" 16,5718’ 19° 19° 9° 1 5° 14,5" 6’ 
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In Tabelle IX haben wir untersucht, ob der aus den Tabellen VII 
und VIII ersichtliche Aktivierungseffekt des Calciums auch durch 
andere zweiwertige Ionen hervorgerufen werden kann. Wir setzten den 
14 Tage dialysierten, zur Bestimmung verdiinnten Plasmen die an- 
gegebene Menge der lonen und dann | mg Standardthrombin zu 
Tabelle IX beweist, daB auch Strontium, Barium und Magnesium diese 
Systeme aktivieren. 

Zusammenfassung. 


1. Alle Reaktionen zwischen den einzelnen Komponenten des 
Fermentsystems der Blutgerinnung, wie auch die Fibrinbildung, kénnen 
in Abwesenheit von Calciumionen vor sich gehen. 

2. Die Annahme, daB Thrombin Calcium als Molekiilbestandteil 
enthalt, wird nicht durch die Tatsache widerlegt, daB nach Weitnauer 
und Wdéhlisch (1. ¢.) entkalkte Thrombinlésungen ebenso behandelte 
Plasmen zur Gerinnung bringen. Derartige Lésungen enthalten noch 
Kalkmengen, die ausreichen, den Calciumbedarf des Thrombinmolekiils 
zu decken, wenn man ein Thrombinmolekulargewicht von mehr als 
100GO annimmt. 

3. Da der BlutgerinnungsprozeB in allen Phasen sich auch in Ab- 
wesenheit von Calciumionen abspielen kann, mu die Calciumakti- 
vierung der Blutgerinnung dadurch zustande kommen, dab Calcium- 
ionen die Wirkung von Stoffen ausschalten, die die Gerinnung ver- 
zogern oder verhindern. 

4. In vielen Fallen k6nnen die Hemmungsko6rper der Blutgerinnung, 
die durch Kalk unwirksam gemacht werden, auch durch andere zwei- 
wertige Ionen oder durch physikalische oder chemische Eingriffe aus- 
geschaltet werden. 


Herrn Dr. A. Hettich danken wir bestens fiir die Ausfiihrung der not- 
wendigen Caleciumbestimmungen. Der Deutschen Forschungsgemeinschatt 
danken wir fiir die zur Verfiigung gestellten Mittel, die die Durchfiihrung 


dieser Arbeit ermdglichten. 





Uber die spektrophotometrische Bestimmung des Vitamins C. 


Zucleich eine Priifung der kolorimetrischen Bestimmung des Vitamins (€ 
nach Fujita und Ebihara’. 


Von 
Akiji Fujita und Toshimasa Sakamoto. 
(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Kitasato-Instituts in Tokio. 
(Eingegangen am 21. Februar 1938.) 


Mit 17 Abbildungen im Text. 


In den letzten Mitteilungen? haben wir eine neue fiir Vitamin C 
sehr spezifische kolorimetrische Bestimmungsmethode angegeben. Wir 
konnten dabei sagen, daB die mit dieser Methode bestimmten Werte 
bei den meisten biologischen Objekten mit den wirklichen Vitamin C- 
Werten praktisch vollkommen itibereinstimmen, weil die Bestimmung 
von den im allgemeinen vorkommenden reduzierenden Substanzen 
kaum beeinfluBt wird und selbst von der Gegenwart von viel Glutathion, 
Cystein, Thiosulfat oder Tanninarten, im Gegensatz zur Indophenol- 
methode von Tillmans und deren Modifikationen, véllig unabhangig 
ist. Um aber sicher zu sein, daB dje gemessenen Werte die richtigen 
Vitamin C-Werte sind, ist die spektrophotometrische Priifung die zur 
Zeit allein denkbare Methode. 


Der Tierversuch ist nicht genau genug, um Abweichungen innerhalb 
30% sicher zu bestimmen und eine Unterscheidung der reduzierten und 
der oxydierten Form der Ascorbinsaure ist daher nicht méglich. Die Ab- 
scheidung der Ascorbinséure mit 2, 4-Dinitrophenylhydrazin als ,,Vitamosa- 
zon’: (Kotake und Nishigaki*®, Mendive und Deutofeu*) ist wohl qualitativ, 
aber nicht quantitativ auszuwerten und die Ascorbinséure ist von der 
Dehydroform nicht zu unterscheiden. Eine spektrophotometrische Be- 
stimmung des Vitamins C bei biologischen Objekten wurde bisher von 
einigen Forschern versucht. So haben z. B. Eekelen, Emmerie, Josephy und 
Wolff® Liquor, Augenkammerwasser und Linsenextrakt untersucht und die 
fiir Ascorbinsaéure spezifische Extinktionskurve erhalten. Das war aber 
nur bei den genannten Fliissigkeiten méglich, wo eine kaum nennenswerte 
Menge im Ultraviolett absorbierender Substanzen auBer Ascorbinséure 
vorliegt. Diese Methode ist bei vielen biologischen Extrakten nicht an- 
wendbar. Kellie und Zilva® haben in sauren Alkoholextrakten aus Ratten- 
sarkom die Ascorbinséure vor und nach der Oxydation mit Kupfer spektro- 
photometrisch bestimmt. Aus den Differenzen der Extinktionen bekamen 


' Die Ergebnisse wurden am 26. Oktober 1937 auf dem Biochemischen 


KongreB zu Nagasaki mitgeteilt. —- ? Fujita u. Ebihara, diese Zeitschr. 290, 
172, 182, 192, 1937 (Druckfehlerberichtigung: ebenda 291, 433, 1937). — 
3 Zeitschr. f. physiol. Chem. 219, 224, 1933. — 4 Ebenda 236, 208, 1935 
— 5 Klin. Wochenschr. 1934, S. 564. — ® Biochem. J. 80, 361, 1216, 1936 
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sie die fiir Ascorbinséure spezifische Kurve. Die Methode ist allerdings 
als nicht hinreichend genau zu bewerten, nachdem die zugesetzte Aseorbin- 
dure nicht 100 ig, sondern ziemlich schwankend nur zwischen 84 bis 96°, 
wiedergefunden werden konnte. Die Methode geht von einem wiisserigen 
Extrakt aus und dabei wird die Ascorbinséure bei bluthaltigen Organen 
durch Hamoglobin! oder bei den pflanzlichen Geweben durch Ascorbin- 
siureoxydase oxydiert. Sie ist daher bei vielen Geweben nicht anwendbar. 
Chevallier und Choron? haben die Organe (Leber und Gehirn) mit KCN- 
haltigem, mit H,S gesattigtem Alkohol extrahiert und mit ultraviolettem 
Licht bestrahlt, bis die Extinktion bei 265 mu nicht mehr abnahm. Die 
Differenzen der Extinktionen vor und nach der Bestrahlung sollen die 
Extinktionskurve der Ascorbinsaéure ergeben. Damit wird das CGesamt 
vitamin C bestimmt. Es ist aber noch nicht sicher bestatigt, daB die Ab 
nahme der Extinktion bei 265 my bei der Ultraviolettbestrahling biologi- 
scher Objekte ausschlieBlich auf die Ascorbinséiure zuriickzufiihren ist, 
zumal wir auch bei anderen Vitaminen eine Anderung der Absorption dureli 
Ultraviolettbestrahlung feststellen konnten. 


Wir haben daher zur spektrophotometrischen Priifung der kolori- 
metrischen Methode von Fujita und Ebihara einen anderen Weg gewabhlt. 
Wir oxydieren die Ascorbinsiure mit Hilfe der Ascorbinsiureoxydase 
und bestimmen aus der Differenz der Extinktionen vor und nach der 
Fermentwirkung die Extinktionskurve der Ascorbinsadure. Dabei 
konnten wir in demselben Gewebsextrakt die vollkommene Uberein- 
stimmung der kolorimetrischen Werte mit den spektrophotometrisch 
erhaltenen Werten bestitigen. 


I. Bestimmung der reduzierten Form des Vitamins C im Gewebe. 
Reagenzien. 

1. Acetatpuffer. 1,0cem n/10 Na-Acetat, 0,6cem n NaOH und 
0,4cem Wasser wurden gemischt. Ein Zusatz von 1,0cem dieser Lésung 
zu 2,0ccm 2%iger Metaphosphorsaéurelésung ergibt ein py = 5, und nach 
weiterem Zusatz von 0,4cem n HCl ist das py der Lésung 1,6. 

2. 2%ige Metaphosphorséure. Die Herstellung wurde friiher aus- 
fiihrlich beschrieben*®. Man bewahrt sie im Eisschrank auf. 

3. n ECL 

4. Methanol. 

5. Ascorbinséureoxydaselésung. Man bereitet sie am besten folgender- 
maBen?: 

Der Rindenanteil® des Gartenkiirbis § (Cucurbita moschata var. melonae- 
formis) wird mittels Reibporzellan im Mérser verrieben und daraus wird 
ein wassriger Extrakt (1:5) hergestellt. Zu je 10cem dieses Extraktes werden 
4 Tropfen 1 mol. Ba-Acetatlésung zugesetzt und der entstandene Nieder- 


1 Fujita u. Ebihara, diese Zeitschr. 290, 192, 1937. 2 Bull. Soc. 
Chim. Biol. 19, 511, 1937. — * Fujita u. Ebihara, diese Zeitschr. 290, 182, 
1937. —- 4 Vgl. Ebihara, J. of Biochem. (im Druck). — ® Der Fleischanteil 
enthalt sehr wenig Oxydase. Der Hauptteil der Oxydase ist in dem griinen 
bzw. braunen Rindenteil konzentriert enthalten. —- ® Oder man verwendet 


die Rindenteile der Gurke (Cucumis sativus). 
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schlag abzentrifugiert. Der Mutterlauge werden 0,5 cem gesattigte Ammon- 
sulfatl6sung zugegeben und der gebildete Niederschlag wird wieder ab- 
zentrifugiert. Die iiberstehende Lésung wird dann durch Zugabe von 
Ammonsulfat gesittigt. Ascorbinséureoxydase wird dadurch fast voll- 
kommen ausgefallt. Die Fallung wird mit gesattigter Ammonsulfatlésung 
mehrmals gewaschen, in Wasser wieder gel6st und schlieBlich in einem 
Cellophanschlauch gegen flieBendes Wasser unter Zusatz von Toluol 
24 Stunden dialysiert. Nach Filtration des Schlauchinhalts wird die 
Fermentlésung im Eisschrank aufbewahrt. In unverdiinntem Zustand 
im Eisschrank aufbewahrt, ist die Aktivitat des Ferments ziemlich 
bestandig und nimmt nach monatelanger Aufbewahrung kaum ab. 


Ausfihrung (Vorschrift 1). 

1. Nach der Vorsehrift von Fujita und Ebihara' wird mit 2°/,iger Meta- 
phosphorséurelésung ein Extrakt (1:5 oder 1:10) bereitet und durch 
weiteres Verdiinnen auf einen Ascorbinsiuregehalt von etwa 1 mg% 
eingestellt. 

2. 2,0 cem dieses enteiweiBten Filtrats, 1,0 cem Acetatpuffer, 1,0 cem 
Methanol, 0,6 cem Wasser und 0,4 cem n HCl werden gemischt. Eine etwa 
vorhandene Triibung wird abzentrifugiert und die tiberstehende Fliissigkeit 
verwandt. Die Fliissigkeit ist damit gegen 1. 2,5mal verdiinnt. Sie wird 
in Quarzkiivetten (Fliissigkeitsschicht 0,5 em, Inhalt etwa 2,2 cem) gefiillt. 
In einer Kontrollkiivette wird eine Lésung benutzt, die nur 2% Meta- 
phosphorsaure statt des enteiweiBten Filtrats enthielt, sonst aber wie die 
Bestimmungslésung zusammengesetzt war. Die beiden Kiivetten werden 
abwechselnd spektrophotometriert. 

3. Da die maximale Absorptién der Ascorbinsiéure hierbei bei 243 mu 
liegt, werden die beiden Kiivetten hintereinander mit Strahlen der Wellen- 
linge 243 mu bestrahlt und das durchgelassene Licht photometrisch be- 
stimmt. Die von uns benutzte lichtelektrische Photometrie ist schon aus- 
fiihrlich beschrieben?. Die Extinktionen, bezogen auf 1 em Dicke, werden 
berechnet (= E,). Bei zu groBer Absorption wird die Fliissigkeit mit 
Wasser verdiinnt und auf die Extinktionen der unverdiinnten Lésung 
umgerechnet. Diese Extinktionen sind die Summe der Extinktionen der 
Ascorbinsaure und der anderen absorbierenden Substanzen in dem Extrakt. 
Bei variierten Wellenlangen ergeben dann die E,-Werte die Extinktions- 
kurve. Dabei muf8 man die Messung immer mit der Wellenlange 243 mu. 
beginnen und dann nach beiden Seiten fortschreitend messen. 

4. Zu 2,0cem des enteiweiBten Filtrats werden 1,0 cem Acetatpuffer 
und danach 0,6 cem Ascorbinséureoxydaselésung zugesetzt. Die Aktivitat 
der Fermentlésung wird in einer Vorprobe bestimmt und die Lésung soweit 
verdiinnt, daB sie unter den experimentellen Bedingungen hinreichend stark 
ist, um ungefaihr 5 mg Ascorbinséure zu oxydieren. Nach 15 Minuten 
langem Durchleiten von Sauerstoff durch die Fliissigkeit in einem Wasser- 
bad. von 37° wird die Lésung abgekiihlt und ihr 1,0 cem Methanol und 
0,4 cem n HCl zugegeben. Nach gutem Mischen wird sie zentrifugiert. Die 
iiberstehende Fliissigkeit wird in die Kiivette gegeben. Als Kontrolle 
henutzt man eine Lésung, die statt des Filtrats 2°,ige Metaphosphorsaure- 
josung enthalt, sonst aber gleich behandelt worden ist. 


! Diese Zeitschr. 290, 182, 1937. - 2 Tomita, Keio Igaku 15, 891, 
1935; Fujita u. Sakamoto, J. of Biochem. 25, 193, 1937. 
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5. Genau wie bei 3. bestimmt man die Extinktionen £,,. Diese Werte 
stellen die Summe der Extinktionen der Dehydroascorbinsiwe und die 
der anderen absorbierenden Substanzen im Extrakt dar. Daher entspricht 
die Differenz E, —- FE}, den Extinktionen von Ascorbinséure minus Dehydro- 
ascorbinsaure, 

6. Der Ascorbinsaéuregehalt (a2 mg®°,) der zu untersuchenden Gewebe 
wird durch folgende Formel berechnet : 

x 2,08 . (E, — Ej;). v. 
Durch Bestimmung von EF, Ey, mit verschiedenen Wellenlingen bekommt 
man die Extinktionskurve von Ascorbinséure minus Dehydroascorbinsaute. 


Bemerkung. 
Je nach dem Gewebe wird das Filtrat nicht immer klar, sondern 
mehr oder weniger getriibt. Da aber die Triibung die Messung bedeutend 
stéren kann, stellt man das klare Filtrat folgendermaBen her: 


Vorschrift Il. Beispiel: Spinat. 

Zu je 2,0cem Extrakt mit 2° ,iger Metaphosphorsaure (1: 30) werden 
2,0cem Methanol zugesetzt und die Lésung abfiltriert. Zu 4,0 cem der 
iiberstehenden Fliissigkeit werden 2,0cem 2° ige Metaphosphorsiiure- 
lésung, 2,0cem Acetatpuffer und 1,2cem Wasser bzw. Oxydaselésung 
zugesetzt. Danach bzw. nach Oxydation der Ascorbinséure werden 0,8 com 
n HCl zugegeben. Hierbei wird die Fliissigkeit noch fiinffach verdiinnt 
(nimlich: 1: 150). 

Wenn das Filtrat mit der gleichen Menge Methanol nicht klar wird, 
setzt man die doppelte Menge Methanol folgendermafien zu: 


Vorschrift III. Beispiel: Kohl. 

Zu je 10ecem Extrakt mit 2%iger Metaphosphorséure (1:5) werden 
2.0 cem Methanol zugesetzt. Nach dem Mischen wird filtriert. Zu 3,0 cem 
Lésung gibt man 3,0 cem 2 %ige Metaphosphorsiure, 2,0 cem Acetatpuffer 
und 1,2cem Wasser bzw. Oxydaselésung. Danach bzw. nach Oxydation 
der Ascorbinsaéure werden 0,8 cem n HCl zugesetzt und wie oben behandelt. 
Dadurch wird das Filtrat noch zehnfach verdiinnt (namlich 1: 50). 

Wir konnten bei Versuchen mit zahlreichen tierischen und pflanzlichen 
Geweben nach einer der obengenannten Vorschrift immer befriedigende 
Bestimmungen machen. 

Ergebnisse. 
1. Absorptionen der verschiedenen reduzierenden Substanzen 
im Ultraviolett. 

Wie schon von Fujita und Ebihara' beschrieben wurde, kann 
Folin-Reagens auBer von Ascorbinsiure noch von Glucoredukton, 
Phenylhydrazin, Hydrosulfit und FeSO, mehr oder weniger reduziert 
werden. 

Bei der Indophenolmethode wird der Farbstoff auBerdem noch 
von Glutathion, Cystein, Thiosulfat usw. mehr oder weniger reduziert. 


1 Diese Zeitschr. 290, 182, 1937. 
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Die Extinktionskurven der genannten Stoffe sowie der Ascorbin- 
siure und Dehydroascorbinsiure, werden in den Abb. 1 bis 3 wieder- 
gegeben. In Tabelle I werden die maximalen Absorptionen bei ver- 
schiedenen Lésungsmitteln, sowie die absoluten Extinktionskoeffizienten 
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Da die Ascorbinsiure, Glucoredukton, Hydrosulfit und FeSO, 
in der Lésung besonders im Wasser leicht oxydiert werden, wurde die 
Messung unter streng anaeroben Bedingungen in Wasserstoffatmosphare 
ausgefiihrt. 
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Tabelle I. 





Maximale 


Substanz Lésungsmittel Absorption 37.10-6 €.10 
mu 

»oO > x » sk 907 12 g 

. ee . | 2% Ht O, PaO 268 wy | Sst 

Glucoredukton oy OREO so eee e ee « 295 28.3 12,3 

Rea ane fi) SOs < cdine nas 238 24.9 10,8 

Ascorbinshure tt ee oe ee 265 23,8 10,3 

Na-Thiosulfat ** WANE 5 bcc beth 215 8,7 3,8 
ie ae fr 29 BPO. seek. 293 0,41 0,18 

Na-Hydrosulfit | Wasser* .......... 313 5,33 23 
Ferrosulfat a% BPO? ceciees 215 0,21 0,091 
. 223 16,0 6.95 

Shanvlhvdrazin.- ' 20 > } ~< : 
Phenylhydrazin-H Cl SO We Oe cictes 270 17 074 


* Unter anaeroben Bedingungen in H. gemessen. 
** In der Sdurelésung wird durch Ausscheidung von S milchig getriibt. 


2. Verschiebung der maximalen Absorptionen bei variierten 
Lésungsmitteln, 

Da die maximale Absorption der Ascorbinsaéure bekanntlich! bei 
verschiedenen Lésungsmitteln verschoben wird, mu die maximale 
Absorption je nach den Versuchsbedingungen besonders bestimmt 
werden. In der Tabelle II sind einige Ergebnisse unserer Messungen. 


Tabelle ILI. 





Maximale Absorption 
Lésungsmittel der Ascorbinsiure 
mu 


MIM a Mz Do teiras da Star ta GAY cutee on One Sage dha ste ola Palle waisted 265 
PE NON ee okie coy ci he 9 uh we de Pee ee emg 238 
WO BE Siig vee ap veres ociepee sed kehe gens ne en 263 
PP MME ND coat a yates: ccs Wal fp Re big Cr creme wan 255 
Unter unseren Versuchsbedingungen { red. Form ...... 243 
bei der Messung von | Gesamtmenge ... 240 


bo bo 


3. Beziehung zwischen Ascorbinséaurekonzentrationen und 
Extinktionen. 

Mit verschieden konzentrierten Lésungen von Ascorbinséure in 
2°%,iger Metaphosphorsiure wurden die Extinktionen bei 238 mu 
gemessen. Die Ergebnisse befinden sich in Tabelle III. 

Die Extinktionen bis zur Konzentration von 2 mg®, sind 
vollkommen mit den Konzentrationen proportional. Bei hodherer 
Konzentration werden die Werte von J zu klein und die Fehler der 


1 Herbert, Hirst, Percival, Reynolds u. Smith, J. Chem. Soe. 1933, 
S. 1270. 








16 A. Fujita u. T. Sakamoto: 


Tabelle III. Kiivette: 1,5 em. 





Konzentration ¢ 


Jo J E [em~1] clE 
mg’ 
2 10,0 0.5 O87 2 30 
l 10.7 2.3 0,445 2,25 | 
0.5 11.0 5,1 0,223 2,24 ( Mittel: 2,29 
” 0.25 10.0 7.0 0,103 2.43 
0.125 10.0 Of) 0,059 2,22 | 


Bestimmung zu gro} (vgl. Tomita). Bei der Bestimmung muf daher 
die Fliissigkeit immer bis zu einer Ascorbinsiurekonzentration unter- 
halb von 2 mg, verdiinnt werden. 


4. Ascorbinsaéurekonzentrationen und Extinktionen bei 
vorschriftsmaBigen Bestimmungen. 

Ascorbinsaurelésungen verschiedener Konzentration in 2° iger 
Metaphosphorsiure wurden nach den gegebenen Vorschriften unter- 
sucht. Die gefundenen Werte seien £; und £),. Die daraus berechneten 
Werte von Ey Ey, werden in Tabelle [V angegeben. Die Extinktionen 
sind demnach den Konzentrationen genau proportional. Der zu 
Berechnung nétige Faktor /, d.h. ¢/E, wurde im Mittel zu 2.08 ge- 
funden. 7 

Tabelle IV. 





Konzentration 
der Ascorbinsiure 


Endkonzentration 
der Ascorbinsiure 


E (243 mu, 1,0 em) 


in der Flissigkeit nach Mischung c ees C/E 
mg?!» mg!» I Il I—II 
2,25 0.90 0,471 0,030 0,441 2.04 | 
1,125 0,45 0,238 0,028 - 0,210 2,14 | Mittel: 2,08 
0,5625 0,225 0,116 0,006 0,110 2.04 





Durch einen besonderen Versuch haben wir 
auch bestiatigt, daB die Extinktion der Dehy- 
droascorbinsaure unter den Versuchsbedingungen 
auch bei Verwendung einer fiinfmal konzen- 


trierteren Oxydaselésung kaum verandert wird. 














ay} TS EP A Ps Wir verwenden daher immer etwa_fiinfma! 

P sre mwoe he ron o§ konzentriertere Oxydaselésung wie die zur Oxy- 

a 230 ( 2% &) 20M dation eben ausreichende, da im Gewebsfiltrat 
Wellen/onge —~ 


die Fermentwirkung hemmende Substanzen vor- 
Abb. 4. 2,25 mg"/ 

Ascorbinsiure in 2 %/ iger 
Metavhosphorsiure. 


liegen k6nnen. 


! Keio Igaku 15, 891, 1935. 
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5. Vergleich der spektrophotometrisch und kolorimetrisch 
bestimmten Ascorbinsaurewerte der tierischen und _ pflanz- 
lichen Gewebe. 

Die Ergebnisse der Messungen von tierischen und _ pflanzlichen 
Geweben sind in Tabelle V und VI enthalten. Einige Beispiele der 

Extinktionskurven sind in den Abb. 5 bis 10 gezeichnet. 

29 
Tabelle V. 
E Ascorbinsaure- 

‘ eS Ve r é gehalt in mg®/9 lheieaie 
ther Gewebe Tier — oe ° 
ter- I Il I Ul spektro- kolori- ” 

metrisch metrisch 
[oo > ee Ratte 50 1,275 1,172 0,103 '' 10,7 10.8 II, 2 > 
oS ere x“ 50 1,149 1,098 0,051 5,30 5,28 2» 
Oe ear Rind 50 =, 1,822 1,784 0,038 0.40 0,41 4 
Placenta ...... Mensch 25 1, 128 1,008 0,12 6,2 6,1 2 
iger Amanion ..'..... : 25 ),971 0,893 0,078 4.1 4,1 II 
ter Pigmenthautdes 
si Auges ...... Rind 12,5 1,708 1,475 0,233 6,1 61 I 
‘ten GroBhirn (weiBe 
nen Substanz) ... re 25 1,618 1,428 0,190 9,9 9.8 II 
Med. oblong. .. G 25 1,042 0,932 0,110 5,7 5,7 II 
Zul Augenkammer- 
ge- wear ..:.:. $9 12.5 0,6290.,04 0,589 15.3 15.0 
Ciliarkérper ... a 25 1,1160,8190,297 15,5 15,9 
ROUGE. . 5. os. 4; - 25 0,883 0,715 0,168 8.7 8,7 II 
M. quadricep. 
— Ce, Kaninchen 50 1,408 1,404 0,004 0,42 0,41 4 
Corp. luteum .. Rind 100 1,248 0,620 0,628 130,6 | 128,0 II, 4 > 
Follikelfl. ..... = 25 0,380 0,292 0,088 4.6 4.6 II 
Knochenmark . Kaninchen 25 1,296 1,268 0,028 1,46 1,42 
Reese Rind 50 1,032 0,975 0,057 59 6,9 | III 
| 1,132 0,628 0,504 104.7 | 101,6 II 
08 Nebenniere .... mt 100 | 0,931 0,5120,419 = 87,1 91,5 I] 
{ 0,872.0,4960,376 78.1 76,1 II 
* II, Ill bedeuten Vorschrift If und TI, sonst Vorschrift I. 2, 4 bedeuten: Filtrat 
mit Wasser 2mal, 4mal verdiinnt. Dasselbe gilt auch in den folgenden Tabellen. 
wir 
hv- Tabelle VI. 
gen E Ascorbinsiiure- 
en- e gehalt in mg?» 
, ¥¢ . Ver- SEE tity CEES) Jemer- 
ird Pflanzen Gewebe diin- = ace 

: nung & - 
mal : 7 et = 
XV- < 
rat Spinacia oleracea... Blatt 150 1,864.1,7440,120, 37,4 366 II 
on. Nellumbo nucifera .. | Rhizom 75 ~=—s- 1,204. 0,778 0,426 §=66,5 69,0 II 

Brassica campestris . Blatt 100 1,896 1,532 0,364 75,7 77,2 
Brassica oleracea .. . es 50 =. 1,172 0,652'0,520 54,1 63,2 | II 
Lycopersicum escu- 
lena ee Frucht 12.5 0,808 0,769 0,039 1,02 1,02 
Solanum tuberosum  Knolle 25  0,9120.5400.372 19.4 19.1 II 
Biochemische Zeitschrift Band 297. 9 
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Tabelle VI (Fortsetzung). 








EK Ascorbinsiiure- 
; gehalt in mg?/» 
Ver- - Bemer 
Pflanzen Gewebe diin- L = — nel 
nung Eg % 
cae ae HW |I-n| #¢ 5 
Capsicum annuum... Frucht- 
fleisch 125 |0,51 |0,275.0,235) 61,1 | 61,6 
Malus pumilia ..... Dasselbe 25  1,124/1,092 0,032 1,67 1,63) II 


{ Haut 700 =—-0,71 ~(0,58 0,13 | 189,2 190,5 | III 
| PreBsaft 75 =: 0,239. 0,082:0,157 | 24,5 | 24,4 
Ginkgo biloba ..... Endo- 

sperm 75 ~§=-« 0,908 0.772 0.136 21,05 21,1 II 


Citrum Aurantium 


Castanea sativa var. 
pubinervis ....... Dasselbe 150 — 0,6800,630 0,05 15,6 15,8 II 
Cucurbita moschata 
var. melonaeformis Frucht- 
fleisch 50 | 0,413.0,298)0,115!} 11.95; 12,2 | III 
Griiner Tee ,,Sencha* Blatt 1500 1,682 1,647,0,035 109,2 109,7  III,3> 
(trocken) 
.. »Bancha** Dasselbe 1500 1,636 1,5660,07 218 214 III, 3 x 


Die erhaltenen Kurven entsprechen denen der Ascorbinséiure und 
die spektrophotometrisch erhaltenen Werte stimmen praktisch voll- 
kommen mit den kolorimetrisch erhaltenen Werten iiberein, was ein- 
deutig beweist, daB die kolorimetrisch erhaltenen Werte beim Versuch 
mit biologischen Objekten ausschlieBlich Ascorbinséure selbst dar- 
stellen und von keiner Verunreinigung beeinfluBt werden. Das gilt 
auch bei denjenigen Geweben, deren Ascorbinsduregehalt, mit der 
Indophenolmethode gemessen, mehr oder weniger abweichen kann 
(vgl. Fujita und Ebihara'). 

Bei Glucoredukton, das durch Ascorbinséureoxydase ebenfalls 
oxydiert wird?, liegt die maximale Absorption etwa 30 my. langwelliger 
und der Extinktionskoeffizient ist gréBer als bei Ascorbinsaure (vgl. 
Abb. 1 und Tabelle I). Es miiBte also, wenn es etwa im Gewebe ent- 
halten ware, in der Extinktionskurve auftreten, was aber niemals der 
Fall gewesen ist. 


II. Bestimmung des Gesamtvitamins C. 


Die Bereitung des enteiweiBten Filtrats ist genau dieselbe wie bei der 
kolorimetrischen Bestimmung*’. Die Ausfiihrung ist auch wesentlich 
dieselbe wie bei I. Es sollen deshalb nur die von I. verschiedenen Punkte 
genau beschrieben werden. 

Ausfiihrung. 


1. Es wird nach Behandlung mit Hg-Acetat usw. sowie H,S ein 
enteiweiBtes Filtrat hergestellt. 

1 Diese Zeitschr. 290, 182, 1937. — * Fujita u. Numata, noch unver- 
6ffentlichte Versuche. — * Fujita u. Ebihara, diese Zeitschr. 290, 192, 1937. 
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Abb. 9. Knolle von 
Solanum tuberosum. 
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2. Zu 2,0 cem Filtrat (1: 4) werden 1,0 cem 2° ige Metaphosphorsaure 
und 1,0cem n NaOH zugegeben. Das py der Fliissigkeit wird dadurch 
etwa 5,1. Nach Zusatz von 1,0cem Wasser und 3,0 cem 0,935n HCl* 
(pu dann etwa 1,6) wird die Fliissigkeit in die Quarzkiivette gefiillt. In 
der Kontrollkiivette verwendet man ein Filtrat, das durch dieselbe Be- 
handlung, aber unter Verwendung von Wasser statt Gewebe, hergestellt 
worden ist. 

” 3. Da die maximale Absorption der Ascorbinséure in dieser Lésung 
bei 240 my liegt, bestrahlt man die Kiivetten mit der Wellenlange 240 mu. 
Die bestimmten Extinktionen (bezogen auf 1,0 cm Schichtdicke) seien Fy. 
Bei zu groBer Absorption verdiinnt man die Fliissigkeit mit Wasser auf 
geeignete Konzentration. Bei der Berechnung wird die gefundene Extinktion 
auf die unverdiinnte Fliissigkeit umgerechnet. 

4. Man gibt zu 2,0cem Filtrat (1:4) 1,0cem 2°ige Metaphosphor- 
siure und 1,0cem n NaOH. Nach dem Mischen wird 1,0 cem Oxydase- 
lésung zugesetzt, durch die Mischung wird im Wasserbad von 37° 15 Minuten 
lang Sauerstoff durchgeleitet, dann werden 3,0 cem 0,935 n HCl zugesetzt, 
gemischt und zentrifugiert. Als Kontrolle dient eine Lésung, die statt 
Gewebe Wasser enthielt und ebenso behandelt worden war. Die gemessenen 
Extinktionen seien Ej,. 

5. Den Ascorbinséiuregehalt im Gewebe berechnet man nach folgender 
Formel: . 

x = 2,19 (E, E,,) v. 


Le ae : ie mee Erge bnisse. 


1. Fiihrt man mit einer Lésung reiner As- 
corbinsdéure nach der Vorschrift Bestimmungen 


| 
}—_+_4._-+ 


on ON 
s 





05} 

ta aus, so findet man Werte von £,, Ey, und 
d fy aumns De j > j a] ,. > 3] yi 2 

ful KE, — Ey, die in Abb. 11 gezeichnet sind. Die 


| maximale Absorption liegt in diesem Falle bei 
240 mu. 

2. Die Konzentrationen sind den Extink- 

PRE stn em dee ao tionen (H; — Ey) genau” proportional, wie Ta- 

220 230. 2 20 260 20mp 

Wellenlange —= i r 

Abb. 11. 9,7 mg®/, liche Faktor wurde daraus zu 2,19 gefunden. 


Ascorbinsiure. 


belle VII zeigt. Der zur Berechnung erforder- 


Tabelle VII. 





Konzentration 





der Ascorbinsiure | Endkonzentration E 
in der verwendeten | der Ascorbinsiure cl/E 
Fliissigkeit der Mischung c 
mg®/o mg?/o I II I—l 
9,7 1,213 0,584 0,030 0,554 2,19 | 
4,85 0,606 0,292 | 0,014 0,278  -2,18 ) Mittel: 2,19 
2,425 0,303 0,146 0,008 0,138 2,20 


3. Vergleichende Untersuchungen der spektrophotometrischen und 
kolorimetrischen Bestimmungen des Gesamtvitamins C bei tierischen 


* Durch Mischen von 2,8 cem n HCl und 0,2 eem Wasser hergestellt. 
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und pflanzlichen Geweben werden in Tabelle VII und VIII sowie in 
den Abb. 12 bis 17 angefiihrt. 


Tabelle VIII. 











E Ascorbinséure- 
Gewebe rh _ — hee Fo 
I 1 I-Il sasteteeh mettioch 

el ae Ratte 56 0,750 0,579 0,171 | 20,9 21,3 2 
Se eee Rind 48 1,155 1,116.0,039 4.08 4,17 3 x 
ji re aa Ratte 56 ~—-0,645.0,570:0,075 9,15 9.14 
Placenta ...... Mensch 16 1,088 0.766.0,322 11,3 11,3 
Amnion....... me 56 0,24 0,21 0,03 3,67 3,65 
Ciliarkérper ... Rind 16s: 11,171 0,645 0,526 184 19,3 
Pigmenthaut 

des Auges... am 16 0,803 0,552 0,251 8,7 8,7 
Retina......... Fr 16 ~— 0,828 0,556 0,272 9,5 9,4 
Augenkammer- 

wasser ...... Pe 16 ~—- 0,375 0,110 0,265 9,3 9,2 
Graue Substanz 

des GroBhirns Re 16 1,032 0,72 0,312 10,9 10.8 
Med. oblong. .. ye 16 0,907 6,643 0,264 9,2 9,2 
M. quadricep. 

a ae Kaninchen 32 1,053 1,034 0,019 1,33 1,32 2x 
Corp. luteum .. Rind 64  0,8650,1600,705 98,4 98,2 
Follikelfl. ..... 4 16 0,140 0,100 0,040 1,4 1,4 
Knochenmark . Kaninchen 56 — 0,2930,2740,019 2,32 2,32 
MEE 5% sree Rind 32 ~—s- 0,900 0,539.0,361 25,2 26,3 2:3 

Tabelle IX. 
| E Ascorbinsiure- 
gehalt in mg®/, 
. Ver- |______ morse mame 
Pflanzen Gewebe been’ é $ . $ kungen 
I II I—Il Br} 5 = 5 
Spinacia oleracea...| Blatt 56 || 1,312/1,098 0,214 || 26,2 | 26,6 
Brassica oleracea ... “ 32 1,002)0,300 0,702, 49,0 | 50,0 
Brassica campestris . a 112 1,08 |0,74 0,34 83,1 85,3 a 
Malus pumilia ..... Frucht- 
fleisch 16 | 0,623)0,562 0,061 2,13' 2,09 
Solanum tuberosum Knolle 160 | 0,078/0,028 0,050) 17,5 17,4 
tinkgo biloba ..... Endo- 
sperm 80 0,556/0,4160,140 24,4 24,4 
Lycopersicum escu- | 
MEER SS wikic oop tas Frucht- | 
fleisch | 64 | 0,233.0,1240,109 15,1 15,1 
Capsicum annuum .. | Dasselbe, 168 0,3000,1270,173)) 63,4 64,5 
Castanea pubinervis | Endo- 
sperm 
(trocken) 80 0,748 .0,703 0,045 7,85 7,83 
Cucurbita. moschata 
var. melonaeformis | Frucht- | 
fleisch 56 0,2470,096 0,151 184 18,3 2 
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Tabelle IX (Fortsetzung). 








kolori- 


E Ascorbinsiiure- 
p , gehalt in mg®/, 
~~ sk pr: ee Bemer- 
Pflanzen Gewebe diin- | 
nung S kungen 
I II I—II 5 


spektro- 
metrisch 


{ Haut 960 | 0,260 0,160 0,100 209,5 208,5 
| PreBsaft 80 0,188 0.03 0,158) 27,6 27,0 
Griiner Tee ,,Sencha‘ Blatt 
(trocken)| 640 1,0140,9380,076 106 1071 
» ,»Bancha’* Dasselbe| 800 0,9940,872 0,122 ||211 212 


Citrum Aurantium 


Porphyra tenera ... a 1440 0,160;0,140 0,02 62,8 ; 62,6 
Gladiolus granda- 

WHEE 66.5 85 5 Tes Blatt 280 =1,052.0,522 0,530 | 323 322.5 
Diopyros Kaki..... Pa 320 = 0,812'0,282 0,530 370 365,5 


Die beiden Werte stimmen praktisch vollkommen iiberein. Wir! 
haben schon berichtet, daB bei den Zitronenarten der Vitamingehalt 
am reichsten in der duBersten Oldriisenschicht ist, dann kommt der 
Xeihe nach das Meso- und Endocarpgewebe, PreGBriickstand der Emer- 
genzen des Endocarps, die das Fruchtfleisch bilden. Der PreBsaft selbst 
enthalt am wenigsten Vitamin. Da die gefundenen hohen Werte in 
der 4uBeren Haut der Orangen wirklich von Vitamin C stammen, ist 
durch die Ergebnisse von Tabelle VIII sowie Abb. 16 eindeutig be- 
stitigt. Dasselbe gilt auch bei griinem Tee, griinen Algen, Kaki, 
Kastanien usw., sowie bei Blatter von Gladiolen und Kaki, bei denen 
wir anderweitig? auf den besonders hohen Vitamin C-Gehalt aufmerksam 
gemacht haben. 

Es wurde manchmal*® angegeben, daB im Filtrat nach H,S-Be- 
handlung auch andere reduzierende Substanzen neben Ascorbinséure 
auftreten kénnen, die die Indophenolmethode beeinflussen. Dieser 
Versuch hat aber deutlich gezeigt, daB die durch unsere Methode be- 
stimmten Ascorbinsiurewerte praktisch ausschlieBlich wirklich Ascorbin- 
siure sind und keine anderen Substanzen durch die H,S-Behandlung 
auftreten, die unsere kolorimetrische Bestimmung beeinflussen kénnen. 


Zusammenfassung. 


Es wurde eine spektrophotometrische Bestimmungsmethode von 
reduziertem sowie Gesamtvitamin C in tierischen und _pflanzlichen 
Geweben beschrieben. Dabei wurde gezeigt, daB die damit bestimmten 
Werte bei vielen biologischen Objekten mit den nach Fujita und Ebihara 
kolorimetrisch bestimmten Werten vollkommen iibereinstimmen und 


1 Fujita u. Ebihara, Tokyo Iji Shinshi 3012, 1, 1936. — * Fujita u. 


Ebihara, |. c.; Fujita, Rinsho Naika 4, 284, 1938. — * Wieters, Mercks 


Jahresber. 1935, S. 93; Kellie u. Zilva, Biochem. J. 80, 361, 1936; Mack u. 
TreBler, J. of biol. Chem. 118, 735, 1937. 
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die Extinktionskurven genau denen der Ascorbinsiure entsprechen. 
Es wurde ferner gezeigt, daB bei der H, S-Behandlung zur Bestimmung 
des Gesamtvitamins C praktisch keine anderen Substanzen entstehen, 
die sowohl unsere kolorimetrische wie die spektrophotometrische Be- 
stimmung beeinflussen kénnten. 











Der Eigenstoffwechsel des Lungengewebes. 
Von 
F. L. Breusch. 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Szeged, Ungarn.) 
(Eingegangen am 11, Marz 1938.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


Die einzelnen Organe unterscheiden sich in ihrem Stoffwechsel 
hauptsachlich in quantitativen Verschiebungen der Oxydationsablaufe 
durch Verschiedenheit der Enzymkonzentrationen oder durch vélliges 
Fehlen des einen oder anderen Enzyms. 

Alle Organe sind imstande, zugesetztes Succinat unter starker 
Erhéhung des Sauerstoffverbrauchs zu dehydrieren. Die Lunge macht 
eine Ausnahme; sie enthalt 
sehr wenig wirksame Succi- 
450 nodehydrase (siehe die Arbeit 
iiber Succinodehydrasen und 
Fumarasen') (Abb. 1). 
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in Fumarsaure-Apfelsdure um- 
gesetzt wird, obwohl die Lunge groBe Mengen Fumarase enthalt. Man 
kénnte deshalb an eine spezifische Hemmung der Succinodehydrase 
bzw. des die Succinodehydrase wahrscheinlich limitierenden Warburq- 
Keilin-Systems denken. Das miiBte sich so priifen lassen, da eine 
Mischung von Lungengewebe (mit niedriger Bernsteinsiureférderung) 
und Muskelgewebe (mit hoher Bernsteinsdéureférderung) bei Abwesen- 
heit eines Hemmstoffes eine zwischen beiden liegende Férderungs- 
kurve, bei Anwesenheit eines Hemmstoffes eine nahe bei der mit 


1 F. L. Breusch, diese Zeitschr. 295, 101, 1937. 
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Lungengewebe erhaltenen Zahl liegende Kurve ergeben miiBte. Der 
Versuch Abb. 1, letzter Absatz, ergibt eindeutig das Nichtvorhanden- 
sein einer solechen Hemmung. 


Die Eigenatmung des Lungengewebes wird im Gegensatz zu der 
des Muskels durch Zusatz von Fumar- oder Apfelsaure nicht beschleunigt. 
Ebenso wird die an sich sehr geringe Atmung durch Zusitze von Milch- 
sdure, Citronensdure, B-Oxybutterséure nicht geférdert, durch Malon- 
siure und As,O, nicht oder nur ganz geringfiigig gehemmt. 


Ganz anders verhalt sich das Lungengewebe nach Zusatz von 
Co-Ferment. Hierbei wird die Atmung durch Hexosediphosphat, Robison- 
Ester, Milchsiure, Fumarsaure, Citronenséure und Glutaminsaure 
erhéht, wahrend Glycerophosphat, Glycerinaldehyd, Dioxyaceton und 
Glucose unwirksam bleiben. Ebenso zeigt sich eine deutliche Hemmbar- 
keit durch Malonsaure und As,O,. Im Gegensatz dazu wird die Er- 
héhung der Atmung durch Bernsteinséure, wie zu erwarten war, durch 
Co-Ferment nicht wesentlich beeinfluBt. 

Das verwendete Co-Ferment war nach einer privaten Vorschrift von 
Szent-Gyérgyi aus Muskel gewonnen und hatte den Reinheitsgrad 0,1 nach 
Warburg (Quecksilbersalzstufe). Zusatz jeweils 4 mg zu 4 ccm Suspension. 
Das Co-Ferment enthielt noch Adenosintriphosphat und ahnliches; es war 
frei von Donatoren. 


Durch Zusatz von Ascorbinséure wird der Sauerstoffverbrauch 
im Gegensatz zu allen anderen Organen, bei denen Ascorbinsaure 
normalerweise keine erhéhte Atmung hervorruft, regelmaBig auf das 
Doppelte bis Dreifache gesteigert. Die Ascorbinsiure fungiert dabei 
nicht als Katalysator irgendeiner Atmung, sondern wird reversibel 
oxydiert, wenigstens in den ersten 20 Minuten, wo sich die verschwundene 
Ascorbinséure durch H,8 wieder reduzieren laBt; die spatere Oxydation 
ist teilweise irreversibel. Die Erhéhung der Atmung geht proportional 
der zugesetzten Menge Ascorbinséiure, wahrend eine echte Katalyse 
bis zu einer bestimmten Mindestkonzentration unabhangig von der 
Konzentration der Zusatze sein miiBte. Die Lunge selbst enthalt geringe 
Mengen Ascorbinséure, etwa 2 mg°®/, bestimmt mit Dichlorindophenol. 


Lungengewebe von Embryonen zeigt im Gegensatz zu allen anderen 
Embryonalgeweben ebenfalls nur eine sehr geringe Atmungssteigerung 
durch Bernsteinsiure. Das embryonale Lungengewebe zeigt jedoch 
im Vergleich zur miitterlichen Lunge die sehr bemerkenswerte Eigen- 
schaft, etwa doppelt, manchmal dreimal soviel Sauerstoff zu veratmen 
wie das Gewebe der miitterlichen Lunge. Die Umstellung von der 
héheren embryonalen Eigengewebsatmung auf die niedrige Kigen- 
atmung der Erwachsenenlunge erfolgt nicht sofort bei der Geburt, 
sondern erst nach einigen Tagen, wie das von Szent-Gydrgyi, Banga, 
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(ézsy und anderen auch fiir die Umstellung des embryonalen Oxal- 
essigsdureverbrauchs festgestellt wurde. (Abb. 5.) 

Die embryonale Lunge hat ebenfalls nicht die Fahigkeit, Ascorbin- 
siure vor Oxydation zu schiitzen; Zusatz von Ascorbinséure zu Embryo- 
nallunge verursacht erhéhte Sauerstoffaufnahme. 

Im Gegensatz zu allen anderen Geweben erhéht ein Zusatz von 
Brenztraubensaéure die Sauerstoffaufnahme des Lungengewebes; nur 
Tumoren zeigen noch eine gleiche Erhéhung. Diese Atmungserhéhung 
ist unabhangig vom Zusatz des Co-Ferments. Der Verbrauch von 
Brenztraubensaure ist von der gleichen GréBenordnung wie in anderen 
Ceweben, er betragt etwa 0,3 mg in 10 Minuten fiir 4 cem einer 10 %,igen 
Suspension in Ringerphosphatlésung. 

Dagegen wird zugesetzte Oxalessigsiure von Lungengewebe gar- 
nicht verbraucht. Bei der Priifung mit der Methode von Straub wurde 
nach 10 Minuten keinerlei Verminderung von zu Lungengewebssuspen- 
sionen zugesetzter Oxalessigsiure gefunden, abgesehen von der etwa 
10° igen Decarboxylierung, wie sie eine aufgekochte Kontrolle auch 
zeigt; das Lungengewebe verhalt sich also hierin genau wie Tumor- 
und Embryonalgewebe. 

Wahrend die verwendete Methode wegen der nicht immer genau 
reproduzierbaren Decarboxylierung der Oxalessigsiure und der Fehler- 
grenze der Methode sowie wegen der notwendig kurzen Bebriitungsdauer 
keine sicheren Ergebnisse gibt, laBt sich durch Anwendung der polari- 
metrischen Bestimmungsmethode nach Straub! die aus Oxalessigsaiure 
entstandene |-Apfelsiure sehr exakt nachweisen; um so mehr, als die 
unsichere Decarboxylierung der Oxalessigséure unberiicksichtigt bleiben 
kann, so daB man die Bebriitungsdauer auf mehrere Stunden ausdehnen 
kann. Hierbei ergeben sich zum Unterschied von der erstgenannten 
Methode doch Unterschiede in der Fihigkeit, Oxalessigsaure zu redu- 
zieren. Wahrend embryonales Muskel- und Lebergewebe trotz der 
negativen Befunde mit der ersten Methode eine geringe Reduktions- 
fahigkeit fiir Oxalessigsiure zeigen, die etwa 10° der des erwachsenen 
Gewebes betragt, haben sowohl Tumor- wie Lungengewebe keinerlei 
Reduktionsfahigkeit fiir Oxalessigsiure; auch nicht nach Zugabe von 
Co-Ferment : 

Tabelle I. 





Zusatz 5mg OES Zusatz 20mg OES 
zu4ecm (0,4g Gewebe) zu 8ccm 
Katze, Muttermuskel ................ 15mg Verbrauch 9 mg Apfelsdure 
a Rmrbryvomvaennen i. ie ees Or 5% ‘5 eee te 
GE Bass i i. ck bs 5S i es 0,0 ,, * 6,0::;5 v 
Katzen-, Kaninchenlunge ............. | 0.0 ., e 60... i 
‘i Ri +-Co-Ferment | 0,0 ,, oa 0,0 ,, oe 


1 F. B, Straub, Zeitschr. f. physiol. Chem. 244, 117, 1936. 
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a In der ersten Kolumne ist der Oxalessigsaureverbrauch im 10 Minuten- 
Versuch, in der zweiten die entstandene Apfelsiure im 3 Stunden-Versuch 
angegeben. 
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7 Im Lungengewebe wird also genau wie im Tumor Oxalessigséure 
nicht umgesetzt, und die Oxydation der Spaltprodukte der Glykoiyvse 
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erfolgt eventuell direkt iiber die Fumarséiure unter Umgehung der 
Apfelsiure-Oxalessigsiurestufe. 


Niedrige Fettsduren Buttersiure, Propionsiure und Essig- 
siure — erhéhen den Sauerstoffverbrauch des Lungengewebes nicht, 


auch nicht in Gegenwart von Co-Ferment, Fumarsiéure oder Citronen- 
sdure, von der eine eventuelle ahnlich oxydationsvermittelnde Funktion, 
wie von der Fumarsaure zu vermuten war. 


Die Abb. 3 und 4 geben den Sauerstoffverbrauch von Kaninchenlunge 
bei verschiedenen Zusaétzen an; Konzentrationen wie oben, Dauer | Stunde. 
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Mit der vorliegenden Methode ist eine Oxydation niedriger Fettséuren 
im Lungengewebe nicht nachweisbar. Wenn iiberhaupt eine Verbrennung 
von Fettséuren im Lungengewebe stattfindet, mu sie sehr gering sein. 

Die Eigenatmung von Lungengewebe verschiedener Herkunft ist ver- 
schieden; im allgemeinen atmet Katzenlunge um etwa 40°/, schlechter 
als Meerschweinchenlunge und diese um etwa 10°/, schlechter als 
Kaninchenlunge. 

Weiter wurde die Abhangigkeit der Atmung des Lungengewebes 
vom px untersucht, da eventuell zu vermuten war, da8 die durch 
erhéhte CO,-Spannung auf nervésem Wege in vivo hervorgerufene 
Hyperventilation der Lungen auch einen erhéhten Eigenstoffwechsel 
der Lunge hervorruft. Das ist nicht der Fall. 

Untersucht wurde der Sauerstoffverbrauch von jeweils 0,4 g Kaninchen- 
lunge (in der Latapiemiihle zerkleinert), mit Zusatz von 3,6 cem Phosphat- 
puffer nach Sérensen. Dauer 1 Stunde. (Abb. 6.) 

Zum SchluB wurden verschiedene Verbindungen, die in der Lungen- 
therapie zu therapeutischen Zwecken verwendet werden, auf ihren 
EinfluB auf den Eigenstoffwechsel des Lungengewebes untersucht. 
Ephedrin in Mengen von 0,1 und 1 mg pro 4 ccm Suspension = 0,4 g 
Gewebe war wirkungslos, Histamin und Codein erhéhten in Zugaben 
von 0,1 mg manchmal die Atmung um 10%; die Wirkung trat jedoch 
nicht regelmaBig auf. Menthol hemmte etwa 20 %. 


Herrn Prof. Szent-Gyérgyi danke ich fiir die freundliche Unter- 
stiitzung. 


Die Arbeit wurde mit Mitteln der Josiah-Macy jr. Foundation 
New- York ausgefiihrt, wofiir ich auch an dieser Stelle bestens danke. 
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Beitrige zur quantitativen 
fluoreszenzphotometrischen Mikroanalyse. 


Il. Mitteilung: 
Eine Methode zur Bestimmung der Gallensiuren im Serum und in serésen 
Fliissigkeiten mit dem ,,Fluoroquant*. 


Von 
Harald Minibeck. 
(Aus der II. medizinischen Abteilung des Krankenhauses Wieden.) 


(Eingegangen am 22. Marz 1938.) 


Seit den Untersuchungen von Rauhe, Giordano und Levy iiber die 
Verwendbarkeit der von Pregl angegebenen Fluoreszenzreaktion der 
Gallensiuren mit Schwefelsiure zur quantitativen Schaitzung der 
Gallensduren wurden gelegentlich mit Hilfe dieser Reaktion Unter- 
suchungen in verschiedenen KoOrperfliissigkeiten, Harn und Stuhl 
ausgefiihrt, so von Glaessner, Jenke und Bandow, Erdlenbruch und 
Wehinger, in letzter Zeit von Wilken. Wir selbst haben in einer 
friiheren Arbeit im Stuhl von Sauglingen die Fluoreszenzreaktion zur 
Schatzung des Gallensiurengehalts herangezogen. Vorweg genommen 
sei, daB nach den von uns gemachten Beobachtungen und in Be- 
stitigung der von Wilken neuerdings ausgefiihrten Untersuchungen 
das alte Verfahren einer kritischen Priifung keineswegs standhalt. 
Trotzdem hat das fluoreszenzphotometrische Verfahren den groBen 
Vorteil, daB es sehr empfindlich und daher diesbeziiglich anderen 
Methoden iiberlegen ist. 

Kolorimetrische Bestimmungsversuche stammen von Aldrich und 
Bledsoe, Siillmann und Schaub, Nakagawa, Josephson und anderen. 
Die kolorimetrische Bestimmungsmethode, welche von Aldrich und 
Bledsoe fiir die Bestimmung der Gallensiuren im Serum angegeben 
wurde, wird von Kanzo-Kusui als ungenau und nicht ausreichend 
spezifisch bezeichnet. Ahnliches diirfte fiir alle kolorimetrischen Metho- 
den im Serum, welche auf der Pettenkoferschen Reaktion beruhen, 
ganz allgemein gelten, wie dies von Jenke und in Vorversuchen auch 
von uns beobachtet wurde. Die alteren gasometrischen stalagmometri- 
schen, biologischen und polarimetrischen Methoden der Gallensauren- 
bestimmung haben gleichfalls keine verwendbaren Ergebnisse gebracht 
und eignen sich kaum fiir eine spezifische Gallensaurenbestimmung im 
Serum. 


Wir versuchten daher neuerdings den Fluoreszenznachweis und 
die Methode der Gallenséurenbestimmung im Serum so umzugestalten, 
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da wesentliche Fehler vermieden werden. Fiir die serienmaBige Mikro- 
bestimmung der Gallenséiuren im Serum diirfte die fluoreszenzphoto- 
metrische Bestimmung nunmehr wegen ihrer Einfachheit und erhéhten 
Spezifitat sehr geeignet sein. 


Methode. 


Prinzip. Die Gallensiuren werden mit Alkohol unter Fallung des 
EiweiBes extrahiert. Durch Zusatz von Baryt-Bariumacetatlésung, 
wie sie von Josephson angegeben wurde, werden Farbstoffe entfernt, 
wahrend die Bariumsalze der Gallensiuren im Alkohol gelést bleiben. 
Das Filtrat wird nach der EnteiweiBung eingedampft, mit Calciumoxyd 
versetzt und Essigester zugegeben, der in der Hitze die Lipoide weglést. 
Die im Baryt-Calciumoxydniederschlag verbleibenden Gallensduren 
werden mit Eisessig-Schwefelsiure aufgenommen und die charakte- 
ristische Fluoreszenzreaktion der Gallensiuren erzeugt. Durch den 
Zusatz von Eisessig zur Schwefelsiure wurde eine gréBere Eindeutig- 
keit der Fluoreszenzreaktion erzielt. 

Ausfiihrung. leem Serum wird mit 8,5cem Alkohol und 0,5 ceem 
einer gesittigten Barytlauge (20g Barium oxydat. anhydr. ,,Merck* auf 
400 ccm Aqua dest. erwarmt und filtriert), welche auf 100 cem 0,4 g Barium- 
acetat enthalt, gemischt. Diese Mischung wird zum Kochen erhitzt, um einer 
vollstandigen Extraktion der Gallenséuren sicher zu sein. Am zweckmaBig- 
sten wird die EnteiweiBung und Extraktion in groBen Wassermannréhrehen 
vorgenommen, welche eine Marke bei 10 cem besitzen. Hat man nach dem 
Auskiihlen genau auf 10cem aufgefiillt, so wird durch ein Filter (Schleicher 
u. Schill 589, Schwarzband) filtriert und 3,0 cem des Filtrats fiir je eine 
Parallelprobe verwendet. 

Diese 3,0 cem Filtrat werden in einem neuen Réhrchen mit rundem 
Boden (Durchmesser des Réhrchens: 18 mm, Glasdicke: 1 mm, Lange des 
R6hrehens: 100 mm) zur Trockne verdampft. Nachdem die Réhrchen voll- 
standig trocken sind, fiillt man 4 cem Essigester’in jedes ein, wirbelt den 
Riickstand von der Wand des Réhrchens auf und fiigt 0,1 eem einer Mischung 
hinzu, die aus 3g feinst pulverisiertem Calcium oxydatum anhydricum 
auf 90 ccm Essigester besteht und vor Gebrauch aufgeschiittelt wird. Die 
gesamten Proben werden mit einem Blechgestell in ein Wasserbad bei einer 
Temperatur von 90° gestellt. Dadurch gehen das ganze Cholesterin und 
andere in kochendem Essigester lésliche Substanzen, wie Lecithin, Olsaéure 
usw. in Lésung. Nach 2 Minuten werden die Proben aus dem Wasserbad 
herausgenommen. 

Das Calcitumoxyd und Atzbaryt, welche die Gallensaéuren durch Fallung 
und Absorption an sich gerissen haben, werden abzentrifugiert und so eine 
auch den kritischen Untersuchungen von Wilken und unseren eigenen 
Beobachtungen entsprechende serienmaéBig ausfiihrbare Trennung von 
stérenden Begleitsubstanzen herbeigefiihrt. 


Von dem Essigester wird abgegossen und zweimal mit 4 cem siedendem 
Essigester unter Erhitzen im Wasserbad, 2 Minuten auf 90°, nachgewaschen. 
Der abzentrifugierte Riickstand wird zu diesem Zweck ein zweites Mal 
mit 4cem Essigather versetzt und aufgewirbelt, die ganzen Proben in ein 
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Wasserbad von 90° auf 2 Minuten gestellt, der Riickstand abzentrifugiert 
und der Essigester abgegossen. Dieser Vorgang wird ein drittes Mal wieder- 
holt. Dann versetzt man den Riickstand direkt mit Ejisessig-Schwefelsaure, 
um die Fluoreszenzreaktion zu entwickeln. Zu diesem Zweck fiigt man 
4,5 (oder 9,0 cem fiir starker gallenséiurenhaltige, pathologische Sera) einer 
10% igen Eisessig-Schwefelsiure zu jeder Probe. Dieses Eisessig-Schwefel- 
siurereagens besteht aus 10 cem Eisessig und 90 ccm acidum sulfuricum 
purum. Proben und Standardlésungen werden durch mehrmaliges Um- 
gieBen in ein anderes R6hrchen gemischt, wobei sich der Riickstand in den 
Proben auflést. Um das Pipettieren der Eisessig-Schwefelséure zu ver- 
meiden, k6nnen die Réhrchen eine Marke bei 4,5 bzw. 9 cem tragen. Nach 
dem Durchmischen kommen alle Proben zugleich mit den im folgenden 
beschriebenen Standardlésungen auf eine halbe Stunde in ein Wasserbad 
bei 37 bis 40°. Mit der Erzeugung der Fluoreszenz wird einige Minuten 
gewartet, bis die Entwicklung von Gasblaschen in den Proben aufgehért 
hat, die nach dem Mischen mit Ejisessig-Schwefelsaure lebhaft in Er- 
scheinung tritt. 

Fiir die quantitative Bestimmung bei sichtbarem Licht mit Hilfe unseres 
Fluoreszenzphotometers ,,Fluoroquant*‘ werden drei Standardlésungen von 
0,4, 0,2 und 0,1 mg% hergestellt. Zu diesem Zweck wird aus einer Stamm- 
lésung, einer Lésung von 40 mg Cholséure (puriss. Merck, p. a.) in 100 cem 
96% igem Alkohol, die Verdiinnung mit konz. Schwefelsaiure hergestellt. 
0,2 cem Stammlésung + 19,8 ecm Eisessig-Schwefelséurereagens liefern 
unter gutem Mischen durch wiederholtes UmgieBen die 0,4 mg°jige 
Standardlésung. 0,1 cem Stammlésung + 19,9 cem Eisessig-Schwefelsaéure- 
reagens ergeben die 0,2 mg%ige Standardlésung. 10cem letzterer Lésung 
werden mit 10 cem Eisessig-Schwefelséure gemischt und liefern den 
0,1 mg%igen Standard. Diese drei Standardlésungen werden, wie erwahnt, 
mit jeder Serie der zu untersuchenden Proben zur Entwicklung der 
Fluoreszenz auf 30 Minuten in ein Wasserbad von 37 bis 40° gestellt. 


Wurde auf die angegebene Weise in allen Proben und in den Standard- 
lésungen die Fluoreszenzreaktion entwickelt, so kann die Bestimmung im 
Fluoroquant erfolgen. Zu diesem Zwecke wird die passende Standard- 
lésung gewahlt, deren Fluoreszenzintensitat der zu untersuchenden Probe 
am niachsten kommt. Bei zu groBer Fluoreszenzintensitat der Probe muB 
diese entsprechend verdiinnt werden. Die Bestimmung der Fluoreszenz- 
intensitat erfolgt nach der in einer friiheren Mitteilung beschriebenen Weise. 


In technischer Hinsicht sei noch auf die Verwendung einer verschieb- 
baren Blende am Tubus unseres Apparates hingewiesen. Diese Blende 
erméglicht es, das Gesichtsfeld so zu verkleinern, daB ein Arbeiten mit 
kleinen Fliissigkeitsmengen erleichtert wird und wieder ein einheitliches, 
allseits griin fluoreszierendes Gesichtsfeld entsteht. Bei Auffiillen der 
Gallenséurenproben auf nur 4,5cem Eisessig-Schwefelséurereagens ist diese 
Vorrichtung zu betatigen. Hierdurch gelingt es auch, Sera mit geringem 
Gallenséurengehalt quantitativ zu bestimmen. 


Die Berechnung ergibt sich auf Grund der bisherigen Ausfiihrungen. 
Standardzeigerstand verhalt sich zu Probezeigerstand wie Prozent- 
gehalt des Standards zu Prozentgehalt der Probe. Auf dieser Basis 
wurden die Werte der Tabelle I berechnet, welche fiir die Bestimmung 
der Gallensdéuren direkt den der Fluoreszenzintensitat entsprechenden 
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Tabelle I. 











. x Zu- . Zu- 

. . Skala des , . Skala des “ 
MeSbereich der Stan- | ,, - gehériger | MeBbereich der Stan-  ,, a gehoriger 
dardlésung der Gallen- densa Gallen- | dardlésung der Gallen- od nor eer, Gallen- 

siurenbestimmung L ¥inoro- . siuren- sdurenbestimmung Fl cing siiuren- 
im Serum we sank‘ gehalt im Serum ” amt’ gehalt 
_ in mg /o — | in mg?/9 
20 0,40 14,5 | 0,145 
19,5 0,39 14 0,14 
19 0,38 Standard: 13,5 0,136 
ay eid 0,2 mg% “a ieee 
¢ sO 2,0 FS 643) 
17,5 0,35 Gallensdure- 12 0,12 
17 0,34 ype ease 11,5 0,115 
: : 16.5 0.33 saurelésung 1] 0,11 
oe poomee 16 0,32 10,5 | 0,105 
si oe 15,5 0,31 10 0,10 
Gallensaure- 15 0,30 
Essig-Schwefel- 14,5 0,29 20 0,1 
saurelésung 14 0,28 19,5 0,0975 
13,5 0,27 19 0,095 
13 0,26 18,5 0,0925 
12,5 0,25 18 0,09 
12 0,24 ~ 17,5 0,0875 
11,5 0,23 17 0,085 
11 0,22 16,5 0,0825 
10,5 0,21 Standard: 16 0,08 
10 0,20 0,1 mg% 15,5 0,0775 
20 0,20 Gallensaure- - 5 move 
19.5 0195 ‘Essig-Schwefel- vie 0.07. 
19 3, ee 13,5 | 0,0675 
Standard: 18,5 0,185 13 0,065 
0,2 mg% 18 0,18 12,5 0,0625 
( tallensaure- 17,5 0,1 75 12 0,06 
Essig-Schwefel- 17 0,17 11,5 0,0575 
saurelosung 16,5 0,165 11 0,055 
t 16 0,16 10,5 0,0525 
15,5 0,155 : 10 0,05 
’ 15 0,15 





Wert angeben. Die tatsichlich gefundenen Werte von Gallensiuren- 
lésungen bekannter Konzentration weichen, wie aus Tabelle IL hervor- 
geht, kaum von den berechneten Werten ab und geben ein gutes Bild 
von der maBigen Fehlerbreite, mit der unser Apparat arbeitet. 

Die aus Tabelle I abgelesenen Werte fiir die entsprechenden Skalen- 
teilstriche miissen fiir die Bestimmung der Gallenséuren im Serum, wie wir 
sie hier mitteilen, mit 30 bzw. 15 multipliziert werden. Erstere Zahl gilt 
fiir die gefundene Fluoreszenzintensitat bzw. Skalaablesung unserer Proben, 
bei denen 0,30 ccm Serum letzten Endes 9,0 ccm Eisessig-Schwefelsaure 
entsprechen, also einer 30fachen Verdiinnung. Eine 15fache Verdiinnung 
ergibt sich bei der Untersuchung von Sera mit niedrigem Gallensaéurengehalt 
durch Auffiillen mit 4,5 cem Eisessig-Schwefelsaure. 

Zum besseren Verstindnis sei ein Beispiel einer Gallensaiuren- 
bestimmung im Serum angefiihrt. 








l- 
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Bei Verwendung eines Standards von 0,4 mg®,, Cholséuregehalt wurde 
fiir die Probe, die schwiacher als der Standard fluoreszierte, folgende Zeiger- 
stellung der Graukeile gefunden: Vor der Probe und vor dem Standard die 
gleiche Einstellung bei Skalenteilstrich 20 zeigte eine Differenz der Fluor- 
eszenzintensitaét zugunsten des Standards. Wahrend der Zeiger vor der 
Probe bei Teilstrich 20 blieb, wurde vor dem Standard der Graukeil mit dem 
Zeiger nach abwiarts geschoben, um dadurch die Fluoreszenz des Standards 
abzuschwachen und gleiche Intensitaét auf beiden Seiten zu erzeugen. Dies 
sei in diesem Beispiel beim Skalenteilstrich 12,5 gelungen. Diese Ablesung 
wird wie beim Kolorimeter zwecks Erreichung héherer Genauigkeit fiinfmal 
wiederholt und das Mittel gezogen. Aus der Tabelle I oder durch die friiher 
angegebene einfache Formel ergibt sich zum Skalenteilstrich 12,5 ein 
Cholséuregehalt von 0,25 mg%. Wie bereits erwahnt, entspricht der 
Cholsaéuregehalt im Serum dann dem 30fachen Wert, also in unserem Falle 
7,5 mg% Cholsaure. 


Kontrollversuche zur Gallensiurenbestimmung. 


Um die Frage der Anwendbarkeit unseres fluoreszenzphotometri- 
schen Verfahrens fiir die quantitative Bestimmung der Gallenséuren im 
Serum nach allen Richtungen hin zu studieren, haben wir zuerst Be- 
stimmungen reiner Gallensiure-Schwefelsaurelésungen mit bekanntem 
Gallensauregehalt ausgefiihrt. Ferner wurden zahlreiche Zusatzversuche 
mit bekannten Mengen von Natrium glykocholicum ausgefiihrt. SchlieB- 
lich haben wir andere im Serum vorkommende Substanzen auf ihre Fahig- 
keit, einen Fehler bei der von uns ausgearbeiteten Methode zu verur- 
sachen, gepriift. In Ubereinstimmung mit Wilken richteten wir unser 
Augenmerk besonders auf Cholesterin und seine Ester, Lecithin und 
die Fettsiuren. Hierbei war die Frage zu klairen, inwieweit die er- 
waihnten Lipoide und Fettstoffe einen Fehler verursachen kénnen, 
indem sie mit Schwefelsdure gleichfalls griinfluoreszierende Reaktionen 
geben, und inwieweit solche Stoffe durch die von uns gewahlte Essig- 
esterextraktion von den Gallenséuren abgetrennt und beseitigt werden 
kénnen. Diese einzelnen Fragen werden im folgenden durch ent- 
sprechende Versuche beantwortet. 


Bestimmung reiner Lésungen. Die gefundenen Werte werden in 
Tabelle II mit den theoretisch berechneten Gallensiurekonzentrationen 
verglichen. 

Die Abweichungen von den theoretisch berechneten Werten 
betragen innerhalb des Mefibereiches unserer Standardlésungen etwa 
2 bis 5%, was der Fehlerbreite vieler sonstiger MeBmethoden ent- 
sprechen diirfte. Besonders auffallig ist die auBerordentliche Empfind- 
lichkeit, welche sich in der tiefen unteren Grenze der noch bestimmbaren 
rallensiurenmengen auBert. Bis zu 0,04 mg, konnte ein in der Grében- 
ordnung gut stimmender Wert abgelesen werden und selbst noch 
Spuren von Gallensaiuren sind an einem Schimmer griiner Fluoreszenz 
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Tabelle II. 








Ge- Ge- 
Berechneter fundener Berechneter fundener 
MeBbereich der Stan- | __Gallen- Gallen- MeBbereich der Stan- | _ Gallen- Gallen- 
dardlésung der Gallen- sduregehalt —_siiure- dardlésung der Gallen- sduregehalt | siure- 
siuren im Serum in mg®'g gehalt siure im Serum in mg®/o gehalt 
Cholséure in mg®/o Cholsiure | inmg®/» 
Cholsiéure Cholsiure 
0,38 0,382 Standard: 0,18 0,185 
: 0,36 0,368 0,2 mg% | 0,16 | 0,152 
Standard: 0,34 | 0,35 Cholsaure- Eis- 0,14 | 0,13 
0,4 mg% 0,82 | 0,82 | essig-Schwefel- | 012 | 0,115 
Cholsaure- 0,30 | 0,30 siurelésung 0,10 0,10 
Kisomig- ee Standard: 0,08 | 0,082 
Schwefelsaure- 0,26 0,264 ne =e ping 
- 0.24 0.24 0,1 mg® 0,06 0,065 
lésung = 4 Bio oe 6 
0,22 0,21 Cholsaure- Eis- 0,05 0,05 
0,20 0,195 essig-Schwefel- | 0,04 0,045 
sdurelésung 0,02 Spuren 





deutlich nachweisbar, insbesondere bei Vergleich mit gallensiurenfreier 
Schwefelsdiure. Dies kann fiir die Frage iiber die An- oder Abwesenheit 
von Gallensiuren in dem zu untersuchenden Medium von Wichtig- 
keit sein. 

Zusatzversuche mit Gallensdiure zum Serum. Zahlreiche Versuche 
wurden mit Natriumglykocholicum als Zusatz zu Serumproben aus- 
gefiihrt. Zu diesem Zwecke wurde eine Stammlésung von Natrium- 
glykocholicum zu dem Gemisch von Serum und Alkohol zu Anfang 
der Bestimmung zugesetzt. Der Gehalt der Lésung an Cholsiure wurde 
vorher bestimmt und der Zusatz entsprechend berechnet. 


Tabelle III. 





Wiedergefundene 


. 








; a Wiedergefundene . oe d 
Fivkecholnt zuSerum  MengeCholsiure | SexCchoiat zu Serum | Menge Cholsture 
in mg®/,) Cholsiure __ in meio in mg®/, Cholséure Wer act : whined... 
berechnet I Il berechnet I ll 
1,2 1,0 1,2 14,4 14,2 14,0 
2,4 2,4 2,1 21,7 21,0 20,5 
3,6 3,7 3,4 40,9 38,5 | 40,0 
11,3 11,5 11,3 





Wie aus Tabelle III hervorgeht, wird der berechnete Gallensaure- 
gehalt in ausreichend genauer Weise wiedergefunden. Der Fehler 
betragt etwa 3 bis 6°% gegeniiber dem erwarteten Wert. Die Versuche 
mit gepaarten Gallensiuren als Zusatz wurden sowohl mit glykochol- 
saurem Natrium wie mit taurocholsaurem Natrium durchgefiihrt. Die 
Fluoreszenzreaktion lauft streng parallel der vorhandenen wirklichen 
Menge an Cholsaure. Andere Versuche mit reinstem dehydrocholsaurem 
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Natrium (von Dr. Frdnkel und Dr. Landau) zeigten, daB diese Siure 
keine Fluoreszenzreaktion ergibt. 


Dieselben Versuche mit Desoxycholsdiure (von Dr. Frdnkel und 
Dr. Landau) ergaben eine griine Fluoreszenz von gleicher Farbe wie 
bei der Cholséure. Auch zeigt die Fluoreszenz den gleichen proportionalen 
Abfall wie die Cholsaure-Griinfluoreszenz. Doch ist die Reaktion im 
ganzen, selbst bei Beriicksichtigung des molekularen Verhiltnisses, 
schwacher, so daB 1 mg Desoxycholsiure 0,4 mg Cholsiure an Flu- 
oreszenzintensitat entspricht. 


Aus diesen Beobachtungen geht die Gebundenheit der Fluoreszenz- 
reaktion an das unversehrte Cholsiuremolekiil hervor, was bei der 
Beurteilung der Ergebnisse beriicksichtigt werden soll. 


Zusatzversuche mit Cholesterin zum Serum. Fehler durch Lecithin 
und die Fettsiuren konnten durch die neue Modifikation der Flu- 
oreszenzreaktion mit Zusatz von Eisessig ausgeschaltet werden, da 
diese Stoffe nicht mehr reagieren. Auch Cholesterin stért bei der neuen 
Modifikation die spezifische Gallensiurenreaktion nur mehr in héheren 
Konzentrationen. Im Serum muB es aber doch entfernt werden. Die 
durch Zusatzversuche mit Natrium-glykocholicum erprobte Methode 
beruht (Tabelle IV), wie erwahnt, auf dem Prinzip, daB Calciumoxyd, 
Bariumoxyd, Calciumcarbonat, Ferriacetat und andere Stoffe geeignet 
sind, Cholséure aus einer Essigesterlésung an sich zu reiBen, wahrend 
Lipoide von Essigester in der Hitze weggelést werden. Vorversuche 
haben ergeben, da dies praktisch quantitativ vor sich geht. Der 
iiberstehende Essigester enthalt bei Versuchen mit reinen Gallen- 
siuren, denen entsprechende Mengen von Essigester zugesetzt wurden, 
nur au8erste Spuren von Gallenséiuren, nachdem durch Zusatz von 


Tabelle IV. Essig-Schwefelsiurereaktion der als Fehlerquelle in 
Betracht kommenden Substanzen, im Vergleich zur Gallen- 
sdurestandardlésung (0,4, 0,2, 0,1 eem Cholséure). 











Cholesterin Lecithin Olsiiure Stearinsiure Palmitinsiure 
Fluores- Fluores- | Fluores- Fluores- Fluores- 
: zenz , zenz ar | zenz , zenz ' zenz 
mg°'o in mg?!» mg°/o in mg®/, mg"/o | in mg?/> mg°/o in mg®/» mg%/o in mg°/ 
Cholsiure Cholsiure | Cholsiure Cholsiure Cholsaure 
eee re — = —— re — = = 
7,5 0 7,6 0 7,5 0 7,6 0 7,5 0 
15,5 0 15,0 0 15,0 0 15,0 0 15,0 0 
30,0 Spuren 30,0 0 30,0 0 30,0 0 30,0 0 
45,0 is 45,0 0 45,0 0 45,0 0 45,0 0 
60,0, 1,5 60,0 0 60,0 0 60,0 0 60,0 0 
75,0 8,2 75,0 0 75,0 0 75,0 0 75,0 0 


150,0 6,0 150,0 0 150,0 0 150,0 0 150,0 0 
300,0, 9,0 — 300,0 0 300,0 0 300,0 0 300,0 0 


3* 











36 H. Minibeck: 


festem Calciumoxyd usw. die Gallensiuren ausgefallt wurden. Als 
bestgeeignete Substanzen haben wir schlieBlich neben Atzbaryt 
Calciumoxyd (puriss. anhydricum Kahlbaum) in feinst pulvrisierter 
Form verwendet. Die bereits erwihnte Aufschwemmung in Essigester 
gestattet ein stets gleichmaBiges Arbeiten. Da wir uns durch Vor- 
versuche tiberzeugen muBten, daB bei einem héheren Cholesterin- 
gehalt Cholesterin mit dem zugesetzten Calciumoxyd mitgerissen wird, 
haben wir die Extraktion bei 90° in die Methode eingefiihrt. Auf 
diese Weise gelingt es bei guter quantitativer Bestimmbarkeit der 
Gallensiuren das Cholesterin auch in gréBten Mengen abzutrennen 


(Tabelle V). 


Tabelle V. 





Cholesterinzusatz zu Cholsiuregehalt Cholesterinzusatz zu Cholsiuregehalt 
Serum in mg®/9 in mg°/o Serum in mg°/g in mg°/9 
ohne Zusatz 2,35 400 2,30 

100 205 600 2,2 
200 2,45 800 2,45 
300 2,25 





Bei steigenden Zusiétzen von Cholesterin bis zu der angegebenen 
Hohe von etwa 800 mg®, zeigt der Gallenséurengehalt keine iiber die 
Fehlerbreite der Bestimmbarkeit’ hinausgehende Anderung. Nicht 
unerwahnt sei, daf wir uns wiederholt und auch in Serienversuchen 
davon iiberzeugten, daB alle Proben gleichmaBig waren und das Chole- 
sterin stets entfernt war. 


Wie aus Tabelle IV hervorgeht, hat man beim Zusatz gréBerer 
Olsiuremengen keine Stérung der Gallensiurenbestimmung zu er- 
warten. Auch die gesattigten Fettsiuren wurden auf ihr Verhalten 
mit Eisessig-Schwefelsdurereagens gepriift und Zusatzversuche aus- 
gefiihrt. Diese Zusitze erfolgten in gleicher Weise wie bei der (l- 
siure, dabei hatten Olsiure, Stearin- und Palmitinsiure bei der 
Gallensiurenbestimmung mit dem Eisessig-Schwefelsiurereagens keinen 


EinfluB. 


Wir haben also alle méglicherweise in Betracht kommenden Fehler- 
quellen, soweit sie uns bekannt sind, einem kritischen Studium unter- 
worfen, dessen Resultat aus den vorangehenden Tabellen zu ersehen ist. 
Durch groBe Serien von Zusitzen der angegebenen Lipoide und Fett- 
siuren glauben wir einerseits die héhere Spezifitét unserer Eisessig- 
Schwefelsiurereaktion fiir Gallensiure und die befriedigende Isolierung 
der Gallenséuren im Serum von stérenden anderen Stoffen nachgewiesen 
zu haben. Um ein Ubriges zu tun, haben wir zugleich Cholesterin, 
Lecithin und Olséure bis zu einem Gesamtlipoidgehalt von etwa 
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Tabelle VI. Gleichzeitiger Zusatz von Cholesterin, Lecithin und 
Olséure zu Serum, Gallensdiurenbestimmung bei diesen Lipoid- 
zusaétzen in mg% Cholsaure. 





Cholesterin Lecithin Olsiiure Gesamtlipoidzusatz Cholsiiure im Serum 
in mg°/» in mg®/y in mg®/o in mg°/» in mg®/o 

Serum I ohne Zusatz 2,5 
50 50 50 150 2.6 
100 100 100 300 2,5 
150 150 150 450 2,5 
300 300 300 900 2,5 
Serum II ohne Zusatz 6,5 
50 50 50 150 6,5 
100 100 100 300 6,6 
150 150 150 450 6,6 
300 300 300 900 6,6 


1500 bis 1800 mg, hinzugesetzt und den Gallensdiurenwert bei diesen 
Zusatzen bestimmt (Tabelle VI). 


Die gefundenen Werte lassen die befriedigende Isolierung von 
kleinen Gallensdurenmengen bei einem Lipoidzusatz von 900 mg%, 
zum normalen Serumlipoidgehalt erkennen. 


Erwahnt sei noch, daB die Trennung der Gallensdiuren mit Hilfe 
von Essigester und Calciumoxyd auch im Plasma gelingt, welches 
durch Zusatz von pulverisiertem Natriumfluorid zum Vollblut ge- 
wonnen wurde. Unter Einhaltung der angegebenen Vorschriften lassen 
sich serienmaBige Bestimmungen ohne Schwierigkeiten ausfiihren. 


Die Bestimmung der Gallenséiuren im Serum von gesunden Personen 
hatte ein praktisch negatives Ergebnis; es war meist keine griine 
Fluoreszenz oder nur auBerste Spuren nachweisbar. Friihere Angaben 
von uns in einer vorliufigen Mitteilung iiber einen Gallensdiurengehalt 
von 1,8 bis 2,8 mg im Serum gesunder Personen beruhten auf einer 
mangelhaften Abtrennung des Cholesterins, wie sie insbesondere dem 
alten Verfahren von Giordano und Levi zu eigen ist. Hierbei mui be- 
riicksichtigt werden, daB ein Gallensaurengehalt von 0,5 mg®, aufwarts 
quantitativ bestimmt werden kann. Noch 0,25 mg®{, sind als Spuren 
erkennbar. Bei Gelbsucht konnten wir hingegen bis 19,8 mg®, Chol- 
siure finden. Zum Vergleich der Gallensiurenbestimmung im Serum 
mit der im Vollblut muBte die Methode beziiglich der EnteiweiBung 
etwas abgeandert werden, da sonst keine eiweif- und blutfarbstoff- 
freien Filtrate erzielt werden konnten. Anstatt der EnteiweiBung mit 
Alkohol wurde 1 ccm Vollblut mit 9 cem Aceton versetzt, ohne Baryt- 
zusatz aufgekocht und abgekiihlt. 3 cem Filtrat wurden mit 0,05 ecm 
Bariumhydroxyd-Bariumacetatlésung versetzt und zur Trockne ver- 
dampft. Die weitere Behandlung und das schlieBliche Auffiillen auf 
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4,5 bzw. 9 ccm 10°, ige Eisessig-Schwefelsiure wurde in gleicher Weise 
wie beim Serum angegeben, ausgefiihrt. Die Bestimmung im Vollblut 
und im Serum liefert nach unseren bisherigen Erfahrungen keine be- 
sonderen unterschiedlichen Ergebnisse. Ein héherer Gallensaiurengehalt 
der roten Blutkérperchen gegentiber dem Serum ist auszuschlieBen, 


Zusammenfassung. 


1. Es wird eine fluoreszenzphotometrische Gallensdurenbestimmung 
mit einem neuen Eisessig-Schwefelsiurereagens angegeben, welche den 
Nachweis gepaarter oder ungepaarter Gallensiuren gestattet und eine 
serienmaBige Mikrobestimmung der Gallenséuren im normalen und 
pathologischen Serum erméglicht. Die Methode beruht auf einer griinen 
Fluoreszenzreaktion, welche Cholséure mit einer Mischung von Eisessig 
und Schwefelsiure gibt. Chemisch verainderte Abkémmlinge der 
normalen Gallensiuren, wie die Desoxycholsiure geben die griine 
Fluoreszenz, aber in quantitativ geringem Grade, wahrend die De- 
hydrocholsaure keine Reaktion gibt. 

2. Ausgedehnte Versuche beziiglich Genauigkeit und quantitativer 
Bestimmbarkeit der Gallensiuren mit Hilfe unseres neuen Fluoreszenz- 
photometers ,,Fluoroquant‘ fiihrten zu giinstigen Ergebnissen. Die 
Verwendung des sichtbaren Lichtes zur Fluoreszenzerregung gestattet 
die der Gallensiurenreaktion eigentiimliche Farbe besonders ellektiv 
zu erfassen. 

3. Durch das Eisessig-Schwefelsiurereagens wurde die Gallen- 
siuren-Fluoreszenzreaktion wesentlich spezifischer gestaltet. Fehler 
durch Olsiure, die anderen Fettsiuren und durch Lecithin konnten 
ausgeschaltet werden. Cholesterin kann bei héheren Konzentrationen 
stéren. Die Abtrennung des Cholesterins und der anderen Lipoide 
erfolgt durch Extraktion mit Essigester. Durch Zusatz von Calcium- 
oxyd und Atzbaryt werden die Gallensauren isoliert. 

4. Das Verfahren erlaubt den quantitativen Nachweis der Gallen- 
siurenmengen von 0,5 mg, aufwarts, Isolierung der Gallensiuren und 
einfache serienmaBige Ausfiihrung. Bei einem Cholsauregehalt von 
1 bis 40 mg®, im Serum konnten die zugesetzten Gallensiuremengen 
regelmaBig wiedergefunden werden. Die Fehlerbreite betragt 3 bis 6°. 
Die unterste Grenze noch sichtbarer Fluoreszenz liegt mit unserer 
Methode bei etwa 0,25 mg%, Cholséuregehalt im Serum. 

5. Im Serum von gesunden Personen konnten in niichternem Zu- 
stand keine oder nur auBerste Spuren von Gallenséuren nachgewiesen 
werden. Bei Gelbsucht fanden sich Werte bis 19,8 mg®{, Cholsaure. 
Die Untersuchung des Vollblutes wurde mit einer etwas abgeanderten 
Methode vorgenommen, ohne jedoch, auch bei hohem Gallensauren- 
gehalt, Unterschiede gegeniiber dem Serum zu ergeben. 
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Beitrage zur quantitativen 
fluoreszenzphotometrischen Mikroanalyse. 
III. Mitteilung: 
Eine Methode zur Bestimmung der Gallensiuren im Harn. 
Von 
Harald Minibeck. 
(Aus der II. medizinischen Abteilung des Krankenhauses Wieden.) 


(Eingegangen am 22. Mdrz 1938.) 


Im Zusammenhang mit der Gallensiurenbestimmung im Serum 
haben wir auch im Harn die modifizierte griine Fluoreszenzreaktion 
zur Grundlage eines verbesserten Verfahrens zu machen versucht. 
Da trotz der vielen Versuche auf kolorimetrischem, polarimetrischem 
oder stalagmometrischem Wege eine quantitative Gallensiurebestim- 
mung fiir den Harn auszuarbeiten, wie sie seit Hoppe-Seyler und 
Hammarsten immer wieder unternommen wurden, bisher kaum ein 
einfaches Verfahren zur Verfiigung steht, glauben wir, daB der flu- 
oreszenzphotometrischen Bestimmung der Gallensdéuren ein gréBeres 
klinisches Interesse zukommt. Diesbeziigliche einschligige Angaben 
wurden in der vorhergehenden Mitteilung tiber die Gallensdiurenbestim- 
mung im Serum besprochen. Ein besonderer Vorteil ist es, da diese 
griine Fluoreszenzreaktion auch im Serum bzw. Vollblut zur Be- 
stimmung der Gallenséuren verwendet wird, wie dies bereits aus der 
vorhergehenden Mitteilung hervorgeht. Die Erregung der Fluoreszenz 
bei sichtbarem Licht mit Hilfe des ,,Fluoroquant‘‘ verhindert weit- 
gehend das Mitfluoreszieren vieler Stoffe, die erst bei Bestrahlung mit 
intensivem ultraviolettem Licht zum Fluoreszieren zu bringen sind. 
Auch scheint die charakteristische hellgriine Farbe bei sichtbarem 
Licht besonders deutlich darstellbar. Unter der Quarzlampe, wie sie 
uns zur Verfiigung steht, laBt sich nicht dasselbe erzielen, sowohl be- 
ziiglich Farbe als auch Intensitaét des erzeugten Fluoreszenzlichtes. 
Lésungen mit demselben Gallenséurengehalt erscheinen in einem mehr 
blaulichgriinen Farbton und von wesentlich schwacherer Intensitat. 
Da im Ultraviolettlicht blauliche Fluoreszenzen sehr zahlreich sind, 
kann, wie dies auch kiirzlich von Wilken mitgeteilt wurde, ein Nachweis 
der Gallensiuren mit Hilfe der Fluoreszenzreaktion bei ultraviolettem 
Licht nur auf spektroskopischem Wege erfolgen, und zwar durch 
Nachweis des charakteristischen Absorptionsstreifens bei Wellenlange 
3850 A, wie dies von Jenke und Bandow nachgewiesen wurde. 
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Die Beimischung von Eisessig zur Schwefelsaure hat die Flu- 
oreszenzreaktion, was die Farbe anbelangt, anscheinend nicht ver- 
andert, soweit dies durch das freie Auge beurteilbar ist. Dieses Eisessig- 
Schwefelsauregemisch zeigt jedoch mit anderen stérenden Stoffen, wie 
Lecithin und Olsdure, keine Fluoreszenzreaktion (Fluoreszenzléschung), 
wodurch die Spezifitat der Gallensiurenreaktion erhéht wird. Auch die 
stérende Fluoreszenzreaktion des Cholesterins wird, wenn auch nicht 
so weitgehend, geléscht. Immerhin ist seitens des Cholesterins eine 
Stérung erst tiber einem Gehalt von 10 mg%, in der zu untersuchenden 
Probe zu erwarten. Selbst 15 und 30 mg% ergeben, wie aus unseren 
Angaben bei der Serumgallenséurebestimmung hervorgeht, nur einen 
geringfiigigen Fehler. Aus den Vorversuchen laBt sich daher schlieBen, 
daB fiir unsere Modifikation der alten Gallensiuren-Schwefelsaure- 
reaktion im Harn giinstige Bedingungen vorliegen diirften. Trotzdem 
wurde unser Verfahren fiir den Harn so wie fiir das Serum ausgearbeitet, 
d. h. unter vollstandiger Abtrennung selbst héherer Mengen von Chole- 
sterinkérpern. Fiir die Entfernung der Harnfarbstoffe und jener Stoffe, 
welche im Harn bei Mischung mit Eisessig-Schwefelsaurereagens durch 
Braunfarbung eine so starke Eigenfirbung der Proben hervorrufen, 
erwies sich die Behandlung des Harns unter Zusatz von Alkohol mit 
der auch bei der Serummethode verwendeten Baryt-Bariumacetat- 
lésung als brauchbar, Allerdings ist die Untersuchung der Fluoreszenz 
und ihre quantitative Auswertung bekanntlich weitgehend von der Eigen- 
farbe der Probe unabhangig, so daB z. B. Intensitat und griine Farbe 
der Gallensaurenfluoreszenzreaktion in einer leicht gelben, rétlichen 
oder andersfarbigen Lésung genau so wie in farblosen Proben aus- 
gewertet werden kann, was allerdings nur bei maBiger Eigenfarbung gilt. 


Beziiglich aller Einzelheiten der Methodik der Fluoreszenzphoto- 
metrie kann auf unsere friiheren Mitteilungen verwiesen werden. 


Methode. 


Prinzip. Der Harn wird unter Zusatz von Alkohol und einer 
Baryt-Bariumacetatlésung wie bei der Serummethode aufgekocht. 
Nach dem Abkiihlen wird von dem Niederschlag, der einen groben 
Teil der Harnfarbstoffe mit sich reiBt, abfiltriert. Das Filtrat wird 
eingedampft, Calciumoxyd und Essigester zugesetzt und durch Er- 
hitzen allenfalls vorhandene Cholesterinkérper entfernt. Die im Nieder- 
schlag verbleibenden Gallensiuren werden mit Essigester gewaschen 
und mit dem Eisessig-Schwefelsiurereagens aufgenommen und die 
Fluoreszenzreaktion durch leichtes Erwarmen erzeugt. 


Ausfiihrung. 1eem Harn wird mit 8cem Alkohol und 1 cem einer 
gesattigten Barytlauge (20g Barium oxydatum anhydricum, Merck, auf 
400 cem dest. Wasser gelést und filtriert), welche auf 100 ccm Barytlauge 
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0,4g¢ Bariumacetat enthalt, gemischt. Diese Mischung wird zum Kochen 
erhitzt und dann abkiihlen gelassen. Nach dem Erkalten wird mit Alkoho! 
auf 10cem aufgefiillt. Am besten eignen sich fiir diesen Zweck Wassermann- 
Réhrehen, welche eine Marke bei 10cem besitzen. Hat man genau aut 
10 cem aufgefiillt, so wird durch ein Filter (Schleicher d& Schiill 589, 
Schwarzband) filtriert und 3ccm des Filtrats fiir je eine Parallelprobe 
verwendet. 

Diese 3 ccm Filtrat werden in den bei der Serumgallensaéurebestimmung 
beschriebenen Réhrchen (Lange: 100 mm, Durchmesser: 18 mm, Glasdicke : 
Imm) zur Trockne verdampft, was rasch vor sich geht. Nachdem die 
R6éhrchen trocken sind, fiigt man 0,05 eem Wasser hinzu, um den schmierigen 
Riickstand des eingedampften Harns etwas aufzulésen und dann 4 ccm 
Essigester und 0,1 cem der schon bei der Serummethode beschriebenen 
Calciumoxydmischung. Diese besteht aus: 3 g feinst pulverisiertem Calcium- 
oxydatum anhydricum auf 90 ccm Essigester und wird vor Gebrauch 
geschiittelt. 

Die gesamten Proben werden mit einem Blechgestell in ein Wasserbad 
von 90° gestellt, um in kochendem Essigester lésliche Substanzen wie 
Lecithin, Olsiure und vor allem die Cholesterinkérper zu extrahieren. 
Nach 2 Minuten werden die Proben aus dem Wasserbad genommen und 
abzentrifugiert. Von dem Essigester wird abgegossen, neuerlich 4 ccm 
Essigester hinzugefiigt und unter Erhitzen im Wasserbad von 90° auf 
2 Minuten der Niederschlag noch einmal nachgewaschen. Der Riickstand 
wird nunmehr direkt mit Eisessig-Schwefelséure aufgenommen, um die 
Fluoreszenzreaktion zu entwickeln. Erwahnt sei, daB sich im Harn wegen 
der héchstens in minimaler Menge vorkommenden Cholesterink6érper eine 
dritte Waschung wie im Serum efiibrigt. Die zur Entwicklung der 
Fluoreszenzreaktion verwendete Eisessig-Schwefelsiure besteht aus 10 ccm 
Kisessig und 90 ccm konz. Schwefelséure. Zu jeder Probe werden 9 ccm 
des Reagens hinzugefiigt, bei Harnproben von normalen, wenig gefarbten 
Harnen enpfiehlt sich ein Auffiillen auf bloB 4,5ccem Eisessig-Schwefelsaure. 
Um das Pipettieren der Eisessig-Schwefelsiiture zu vermeiden, kénnen die 
Réhrehen eine Marke bei 4,5 bzw. 9 ccm tragen. Wie bei der Serumgallen- 
siurenmethode kommen alle Réhrehen nach dem Durchmischen zugleich 
mit den bei der Serummethode beschriebenen Standardlésungen auf eine 
halbe Stunde in ein Wasserbad von 37 bis 40°. Man wartet mit der Ent- 
wicklung der Fluoreszenz bis in den Proben die anfanglich lebhafte Ent- 
wicklung von Gasblaschen aufgehért hat. Das Mischen der Proben erfolgt 
zweckmaBig durch wiederholtes UmgieBen in ein anderes Réhrchen, wobei 
sich der Niederschlag in der Eisessig-Schwefelsiure klar auflést. 


Die zu jeder Serie bendtigten Standardlésungen werden aus einer 
Stammlésung hergestellt, welche durch Auflésen von 40mg Cholsaure 
(Acidum cholalicum puriss. Merck, p.a.) in 100cem 96%igem Alkohol 
hergestellt wird. 0,2 cem Stammlésung und 19,8 cem Eisessig-Schwefelsaure- 
reagens ergeben unter gutem Mischen durch wiederholtes UmgieBen die 
0,4 mg%ige Standardlésung. 0,1 cem Stammlésung und 19,9ccem Eisessig- 
Schwefelsdiurereagens ergeben die 0,2 mg%ige Standardlésung, 10 cem 
letzterer Lésung werden mit 10 ccm der Eisessig-Schwefelséure gemischt 
und ergeben die 0,1 mg%ige Standardlésung. 

Wurde in der beschriebenen Weise in den Proben und Standard- 
lésungen die Fluoreszenzreaktion erzeugt, so kann in allen Proben die Aus- 
wertung der Fluoreszenzintensitét mit Hilfe des ,,Fluoroquant“ erfolgen. 
Zu diesem Zwecke werden die Proben mit den passenden Standardlésungen 
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in der bei der Beschreibung des Apparates wie auch in der vorausgehenden 
Mitteilung iiber die Serumgallenséurenbestimmung angegebenen Weise 
verglichen. 

Die aus der Tabelle oder aus Berechnung ermittelten Werte an Chol- 
sauregehalt der mit Eisessig-Schwefelséure aufgefiillten Proben miissen 
entsprechend der Verdiinnung des Ausgangsmaterials mit 30 bei Auffiillen 
der Proben auf 9 ccm Eisessig-Schwefelsaure, oder mit 15 bei Auffiillen auf 
4,5 cem multipliziert werden. Es ergibt sich aus dem MeBbereich unserer 
Standardlésungen fiir den Harn wie fiir das Serum eine untere Bestimm- 
barkeitsgrenze bei 0,75 mg®, und die Méglichkeit, 0,5 mg, zu schatzen. 
Noch 0,25 mg sind als Spuren von griiner Fluoreszenz erkennbar. 


Kontrollversuche zur Gallensiurenbestimmung. 


Die bei der Gallensiurenbestimmung im Serum gemachten Er- 
fahrungen wurden bereits ausfiihrlich mitgeteilt und es gelten die dies- 
beziiglichen Beobachtungen mit reinen Lésungen von Gallenséuren 
sowie die Angaben iiber die Verbesserung der Spezifitat der Gallensaure- 
Fluoreszenzreaktion mit der Eisessig-Schwefelsaure durch Fluoreszenz- 
léschung der Olsdiure und Lecithinreaktion. Auch die teilweise Ab- 
schwachung der als Fehlerquelle in Betracht kommenden Cholesterin- 
reaktion wurde bereits mitgeteilt. Um eine sichere Grundlage zu 
schaffen, wurde jedoch auch im Harn die Extraktion mit Essigester 
beibehalten und so eine Entfernung der Cholesterinkérper, héheren 
Fettsiuren und des Lecithins herbeigefiihrt. 


Tabelle I. Gleichzeitiger Zusatz von Cholesterin, Lecithin und 
Olséiure zu Harn. 
Gallenséiurenbestimmung bei diesen Lipoidzusatzen 
in mg% Cholsaure. 





Lecithin Olsiiure Gesamtlipoidzusatz _ Cholsiure im Harn 


Cholesterin 
in mg®/, in mg?/o in mg®/> in mg®/9 in mg®/, 
ohne Zusatz 1,5 
5,0 5,0 5,0 15,0 1,5 
10,0 10,0 10,0 30,0 1,5 
15,0 15,0 15,0 45,0 1,6 
30,0 30,0 30,0 90,0 1,6 
ohne Zusatz 0,75 
5,0 5,0 5,0 15,0 0,75 
10,0 10,0 10,0 30,0 0,87 
15,0 15,0 15,0 45,0 0,75 
30,0 30,0 30,0 90,0 0,80 


Durch gleichzeitigen Zusatz von Olsiure, Lecithin und Cholesterin 
bis zu einem Gehalt von je 30 mg®, zum Harn konnten wir uns von 
der absoluten Abtrennung dieser Substanzen iiberzeugen. Wir glauben 
daher, daB unserer Methode durch die gewaihlte Modifikation der Gallen- 
sdiuren-Fluoreszenzreaktion und durch die vollstandige Abtrennung der 
als Fehlerquelle in nur geringem MaBe in Betracht kommenden Chole- 
sterinkérper eine hohe Spezifitat zukommt. 
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Wie bereits erwihnt, haben wir zahlreiche Zusatzversuche von 
Natriumglykocholicum entsprechend einem Gallenséiurengehalt im Harn 
von | bis 40 mg® Cholsaéure ausgefiihrt. Die Gallensiuren wurden 
dem Harn zu Anfang zugesetzt, der Gehalt der Lésung von Natrium- 
glykocholicum an Cholsdure fluoreszenzphotometrisch bestimmt und 
der Zusatz entsprechend berechnet. 











Tabelle II. 
‘ - . Wiedergefundene 9 - Wiedergefundene 
Zusatz von Natrium- ‘ halais Zusatz von Natrium- PR tp sar 
glykocholat zu Harn eee -Y —— glykocholat zu Harn Me 4 Cholsiure 
in mg®/, Cholsiure Blo in mg®/, Cholsiure mg"o 
berechnet I U berechnet I Il 
1,2 1,2 ae 14,4 140 | 14,2 
2,4 2,3 2,3 21,7 20,5 20,2 
3,6 3,4 3,3 40,9 39,9 39,2 
11,3 10,6 10,6 





Aus den angefiihrten Zusatzversuchen ergibt sich fiir die Gallen- 
siurebestimmung im Harn, da Zusitze von Gallensiuren mit einer 
Fehlerbreite von etwa 3 bis 6°, wiedergefunden werden. Die Be- 
stimmbarkeit der Gallenséuren ist verlaBlich, in keiner Probe konnte 
ein Versagen der Methode beobachtet werden und auch die Parallel- 
bestimmungen stimmen gut tiberein. 


An Hand einer Anzahl von untersuchten normalen und pathologi- 
schen Harnen konnten wir uns ein Bild tiber die Nachweisbarkeit der 
Gallensiuren bei verschiedenen Erkrankungen und bei Anwesenheit 
verschiedener abnormer Substanzen machen. Sowohl bei Vorhanden- 
sein von EiweiB, Zucker, hohen Mengen von Gallenfarbstoff sowie 
bei Anwesenheit von gréBeren Mengen von Porphyrin lieBen sich die 
Gallenséuren im allgemeinen ohne gréBere Schwierigkeiten nachweisen. 
Zur Frage der Nachweisbarkeit der Gallenséuren im normalen Harn 
wurden zahlreiche Proben untersucht, wobei ein Gallensdiurengehalt 
von etwa 6 bis 16 mg in der Tagesmenge mit Hilfe der charakteristischen 
griinen Fluoreszenz nachgewiesen werden konnte. In einzelnen Fallen 
muBte allerdings eine leichte Verfairbung der Fluoreszenzfarbe erst 
durch Vorschaltung eines Griinfilters beseitigt werden. In der iiber- 
wiegenden Anzahl erscheint jedoch im normalen Harn die griine Flu- 
oreszenzreaktion, wodurch die Anwesenheit kleinster Mengen von 
Gallensiuren im Harn normaler Personen wahrscheinlich gemacht 
wurde. Wir glauben, daB die Versuche von Wilken mit der Bleiacetat- 
fallung und der Methode nach Giordano und Levi deswegen im Harn 
normaler Personen nicht zum Nachweis von Gallensaiuren fiihrten, 
weil nach seinen eigenen und auch nach unseren Beobachtungen bei so 
kleinen Gallensiurenmengen von !/, bis 1 mg®, im Harn dieselben mit 
Bleiacetat nicht fallbar sind und der Bestimmung entgehen. 
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Besonders schén laBt sich bei den verschiedenen Arten der Gelb- 
sucht das Ubertreten der Gallensiuren in den Harn quantitativ ver- 
folgen. Die bisher bekannten Untersuchungen iiber Gallensaurenstoff- 
wechsel, wie sie insbesonders in den interessanten Arbeiten Jenkes 
niedergelegt sind, lassen fiir die Pathologie und Diagnostik der Leber 
und Gallenwegserkrankungen mit dem nunmehr zur Verfiigung stehenden 
Verfahren fiir Serum und Harn noch weitere Ergebnisse erwarten. Uber 
die Methodik der Gallenséurenbestimmung mit Hilfe der Fluoreszenz- 
reaktion fiir Duodenalsaft, Faeces und Organe werden wir demnachst 
berichten, um den Vorteil eines prinzipiell einheitlichen Verfahrens fiir 
alle Korperfliissigkeiten und Substanzen auszunutzen. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird eine fluoreszenzphotometrische Gallensiurenbestimmung 
mit einer Mischung von Eisessig und Schwefelsiure fiir den Harn 
mitgeteilt, welche den Nachweis gepaarter oder ungepaarter Gallen- 
sduren gestattet, soweit dieselben durch ein unversehrtes Cholsaure- 
molekiil charakterisiert sind. 

2. Durch Zusatzversuche wird die quantitative Bestimmbarkeit 
nachgewiesen. Die Bestimmung erfolgt, wie im Serum, mit unserem 
einfachen Fluoreszenzphotometer ,,Fluoroquant’’ bei einer gewéhn- 
lichen elektrischen Lichtquelle. Durch entsprechende Zusitze von 
Fettsiuren, Lecithin und Cholesterin wurde nachgewiesen, daB alle 
‘ehlerquellen, soweit sie uns bekannt sind, fiir das ausgearbeitete 
Verfahren beseitigt wurden. 

3. Der Nachweis der Gallensaiuren gelingt bis zu einer unteren 
Grenze von 0,5 bis 0,75 mg% quantitativ, noch 0,25 mg%, sind als 
Spuren erkennbar. Die Fehlerbreite des Verfahrens betragt etwa 
3 bis 6% der berechneten Menge. Im Harn normaler Personen konnten 
in der Tagesmenge 6 bis 16 mg gefunden werden. Das Verfahren eignet 
sich besonders fiir Serienbestimmung und gestattet den Nachweis 
gréBerer Gallensiurenmengen unter pathologischen Umstanden in 
einfacher Weise. 
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Untersuchungen iiber den Stoffwechsel von Bac. prodigiosus 
auf Kohlenhydrat und Eiwei8 enthaltenden Naihrbéden. 
Von 
Andras Illényi und Gyérgy Berenesi. 

(Aus dem Institut fiir Allgemeine Pathologie und Bakteriologie der Pazmany 
Péter-Universitat in Budapest.) 

(Eingegangen am 2. April 1938.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Wir haben untersucht, in welcher Weise sich der Stoffwechsel des 
Bac. prodigiosus unter Einwirkung verschiedener Zucker auf Agar- 
oder EiweiBnahrbéden andert. Hierzu bedienten wir uns des Stoff- 
wechselgerites von Beldk-Illényi (1), welches der eine von uns fiir die 
Untersuchung des Stoffwechsels von Bakterien abgeandert hatte 
[Jllényi (2)]. Bestimmt wurde der Sauer- 





3 
ee oe stoffverbrauch und die Ausscheidung von 
a ihe t+, Kohlenséure vom Zeitpunkt der Uber- 
sy | r+} impfung an. Der gréBte O,-Verbrauch 
. Tee ge tee" mec wird, wie die Abb. 1 zeigt und wie auch 
e fe tame z aus den Untersuchungen von Hesse (3), 
Q | bye Wohlfeil und Ludwigshafen (4) bereits be- 
Drees | ea) see | kannt ist, in etwa 24 Stunden erreicht. 
bead || N- Daher fiihrten wir den GroBteil unserer Ver- 
| suche so durch, daB sie méglichst einen 
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Abb. 1. 


Zeitraum von 24 Stunden einnahmen. In 

die zum Apparat gehérigen Réhrchen 
impften wir jedesmal unter den gleichen Kautelen eine Normalése Bak- 
terienkultur, so daB unsere Ausgangswerte etwa dieselben waren. 

I. Stoffwechsel auf Zuckeragar und Loeffler-Nadhrbéden. Wir priften 
zunachst, in welcher Weise die verschiedenen Zucker auf gewoéhn- 
lichem Agarnahrboden und auf Loeffler-Nahrboden den Stoffwechsel 
des Bac. prodigiosus verindern. Zu gew6hnlichem Agar wurden jeweils 
2°, der betreffenden Zuckerart hinzugefiigt, da sich diese Konzen- 
tration bei unseren orientierenden Versuchen als am _ geeignetsten 
erwiesen hatte. Die untersuchten Zuckerarten, namlich Xylose, Arabi- 
nose, Dextrose, Fructose, Galaktose, Maltose, Saccharose und Lactose 
stammen von den Firmen Kahlbaum, Schuchardt und Merck (Tabelle I). 

Nach unseren Ergebnissen (Tabelle I) wird der Gaswechsel, ver. 
glichen mit gewéhnlichem Agar (im Mittel 17,3 red. ccm), am meisten 
durch Xylose (108 %) erhéht, dann folgen Fructose, Saccharose, Lactose, 
Galaktose. Arabinose, Dextrose und Maltose bewirken keine nennens- 
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Tabelle II. 
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4 45,861.98 097 | 27.65 
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4 | 44,9 


Saccharose .. 
Lactose ..... 


Galaktose ... 
Maltose ..... 
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98) 0,38 


Das Ziel unserer weiteren 
Versuche war, den Grund des ge- 
steigerten Stoffwechsels auf Loe ffler- 
Nahrboden zu finden. Der Loe ffler- 
Nahrboden besteht aus geronnenem 
Bouillon-Kalberserum, in welchem 
auch Dextrose enthalten ist. Esergab 
sich die Frage, ob die Stoffwechsel- 
steigerung vom EiweiB selbst oder von 
irgendeinem anderen Faktor herriihrt. 

Zunachst war festzustellen, wie 
groB der Stoffwechsel auf geronnenem 
Kalberserum allein ist. Hierzu wurden 
Versuche auf konzentriertem Kalber- 
serum und spater auf 3:1 mit phys. 
NaCl-Lésung verdiinntem Serum aus- 
gefiihrt. Das Serum wurde fraktioniert 
sterilisiert und dann bei 90°C zur 
Gerinnung gebracht. Auf Kalber- 
serumnahrboden ohne Kohlenhydrate 
fanden wir den Stoffwechseil in Ver- 
gleich zu gewéhnlichem Agar nicht 
gesteigert (Tabelle II). Wir stehen 
somit der Tatsache gegeniiber, dab 
die Dextrose dem Serum zugefiigt 
den Stoffwechsel viel mehr in die 
Hohe treibt als auf Agarnahrboden. 
Da aber Serum allein keineswegs 
hdhere Stoffwechselwerte ergibt, als 
Agar allein, scheint es, als ob die Er- 
klarung des Problems in einer Ver- 
bindung des Kohlenhydrats mit dem 
Serum zu suchen sei. Wir erwaihnen 
noch, daB zwischen konzentriertem 
und im Verhiltnis 3:1 verdiinntem 
Kalberserum beziiglich des Stoff- 
wechsels kein Unterschied nachweis- 
bar war, so daB eine Anderung der 
EiweiBkonzentration in diesen ver- 
haltnismaBig engen Grenzen bedeu- 
tungslos zu sein scheint. 


troseagar. 


In weiteren Stoffwechselunter- 
suchungen wurden solchen Kalber- 
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Tabelle III. 





Sauerstoffverbrauch Kohlensiurebildung | Respirationsquotient 








Nahrboden 2 Mo—M M2—M 
Dee Th 4 See Mee ee Mie LA 


| 
i ve 
i ecm %9 ecm Oy 9/9 











Differenz zwischen Kal- 
berserum und Agar.. 0,91 5 || 0,74) 0,24, 2 | 0,31)0,04; 5 | 0,44 
Differenz zwischen Kal- | 
berserum mit Ara- 
binose und Agar mit 


Arabinose .......... 18,17, 143 | 8,65 14,76 68 10,0 0,11 11 2,2 
Dasselbe mit Dextrose... 9,66 5 6,90 5,72 36 4,80 0,06 7 2,0 
ra » Fructose.. 18,57 66 | 8,36 16,78 56 6,63 0,09 8 2.2 

be » Galaktose. 13,65 58 | 5,96 10,78 48 4,64 0,07. 6,9. 1,7 

Pa », Maltose... 15,98 71 | 7,43 14,33) 61 | 5,94, 0,07 7 1,4 

" ,. Saccharose 18,89 70 12,90 21,20 84 | 8,30 0,08 86 40 

vt ,. Lactose... 21,04 87  21,46'17,44 72 6,97) 0,07 | 7,7 || 1,2 


M, — M, = Differenz der Mittelwerte des Kalberserums und Agars; 
M, — M, 


8.D. = significante Differenz = ———"———"__ - 
\P.E3 + PE} 

serum enthaltenden Nahrbéden verschiedene Kohlenhydrate zugefiigt. 
Die Herstellung des Nahrbodens erfolgte so, daB wir zu drei Teilen 
Kalberserum 1] Teil phys. Na Cl-Lésung gaben, worin wir auf das Gesamt- 
volumen gerechnet 2°, Zucker lésten. 

Bei den Kohlenhydrat enthaltenden  pe¢¢n! BA g0r 
Sera fanden wir in jedem Falle den “fF 






De/berserum 


Stoffwechsel gesteigert. Wenn man . “ 
die Mittelwerte des Stoffwechsels auf I at 
zuckerhaltigem Serum und zucker- “% a 


haltigem Agar vergleicht (Tabelle [I1), 
ergibt sich in allen Fallen eine deutliche 
Differenz zugunsten des Serumnahr- 
bodens. Dies zeigt besonders deutlich 
die Abb. 2, auf welcher wir den Sauer- Abb. 2. 
stoffverbrauch von Bac. prodigiosus 

in 24 Stunden in reduzierten ccm sowohl auf zuckerhaltigem Agar 
(schwarze Kolonne) als auf zuckerhaltigem Serum (weiBe Kolonne) dar- 
stellen. Es zeigt sich deutlich, da die stoffwechselsteigernde Wirkung 
des Serumkohlenhydratnéhrbodens eine kraftigere ist als die des ent- 
sprechenden Agarnahrbodens. 

Dieses Ergebnis zeigt, daf das KalberserumeiweiB als solches den 
Stoffwechsel nicht steigert, daB sich aber EiweiB und Zucker irgendwie 
so erginzen, daB die Gesamtwirkung den Stoffwechsel steigert. Man 
kann vielleicht annehmen, daB die Steigerung durch irgendein sich neu 
bildendes Oxydations-Reduktionssystem hervorgerufen wird. 


Arabinose 
Galactose 
Saccharose 
fructose 
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= 3 
= = 
<= 3S 
ee: 


Lactose 
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Tabelle IV. 
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III. Stoffwechsel auf Zucker- 
EiereiweiBndhrboden. Zur Unter- 
suchung der Frage, ob auch andere 
tierische EiweiBe sich dem Kalber- 
serum ahnlich verhalten, haben wir 
Versuche mit HiihnereiereiweiB an- 
gestellt, das mit Kalberserum ver- 
haltnismaBig wenig Ahnlichkeit hat. 
Es ist bekannt, daB reines Eierei- 
weiB einen Eiweibgehalt von 10 bis 
13% hat. Das Eiereiweif8 mischten 
wir im Verhaltnis 3:1 mit phys. 
NaCl-Lésung, — sterilisierten frak- 
tioniert und brachten es bei 90°C 
zur Gerinnung. So gewannen wir ein 
im groBen und ganzen dem Kalber- 
serum-Nahrboden im Eiweifgehalt 
nahestehendes Nahrsubstrat. Zu 
diesem Eiweif fiigten wir wie be- 
schrieben die aufgezihlten Zucker- 
arten in der erwaihnten Konzen- 
tration zu. So waren die quantita- 
tiven Verhaltnisse ungefahr gleich, 
auch die Kohlenhydrate waren die 
selben, nur das Eiwei8 war ein an- 
deres. 

Aus den bisherigen Ergebnissen 
(Tabelle IY) ergibt sich, daB auf 
reinem  EiereiweiB enthaltendem 
Nahrboden der Stoffwechsel nicht 
nur geringer ist als auf Kalberserum, 
sondern auch hinter den Stoff- 
wechselwerten auf gew6dhnlichem 
Agar weit zuriickbleibt. Keine ein- 
zige der verwendeten Zuckerarten 
zeigt fordernde Wirkung, im Gegen- 
teil 14Bt sich manchmal eher eine 
Hemmung nachweisen. Es faillt 
auBerdem der sehr niedrige RQ. 
auf, was auf noch nicht aufgeklarte 
Besonderheiten des intermediaren 
Stoffwechsels auf diesem Nahrboden 
hinweist. 
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Wir legen groBes Gewicht darauf, daB unsere Zahlen als sicher- 
gestellte Folgerungen gelten sollen, weshalb wir saimtliche Angaben 
auch von statistischen Gesichtspunkten aus tiberpriiften, indem wir die 
Streuung, den wahrscheinlichen Fehler und sodann die Werte der 
signifikanten Differenzen unter den einzelnen Mittelwerten berechneten. 

Es ist wahrscheinlich, daB die oben fiir den Bac. prodigiosus ge- 
schilderten Verhaltnisse nicht auf alle Protophyten zu iibertragen sind, 
denn in anderen Fallen haben verschiedene Forscher andere Ergebnisse 
erzielt, so z. B. Pasteur (5), Puriewitsch (6), Diakonow (7), Neal und 
Walker (8), Mazé (9), Armand und Chorin (10), Gerber (11), Billing (12), 
Stoklasa und Doerell (13), Schittenhelm und Schréter (14), Uhrovits(15), 
Kruse (16). Vergleichende Untersuchungen iiber die Rolle der einzelnen 
Kohlenhydrate, welche mit unseren Untersuchungen gleichgesetzt 
werden kénnten, vermibten wir in der Literatur. 

Unsere Untersuchungen mit Xylose sind noch im Gange; die 
auf Xyloseeiweif erhaltenen Resultate sollen daher erst spater mit- 
geteilt werden. 

Zusammenfassung. 


1. Der Gasstoffwechsel des Bac. prodigiosus wird auf gew6hnlichem 
Agar durch fast alle Zuckerarten gesteigert, am meisten durch Xylose, 
sodann folgen Fructose, Saccharose, Lactose, Galaktose, Maltose, 
Arabinose, Dextrose. 

2. Die erwahnten Zuckerarten iiben ihre stoffwechselsteigernde 
Wirkung im allgemeinen auf Kalberserumnahrboden in derselben 
Reihenfolge wie auf Agarnahrboden aus, nur ist ihre steigernde Wirkung 
eine viel gréBere. 

3. Es scheint, daB aus dem SerumeiweiB in Verbindung mit Zucker 
ein empfindliches Oxydations-Reduktionssystem sich bildet, welches als 
die Ursache des erhéhten Bakterienstoffwechsels angesehen werden kann. 

4. EiereiweiB, wenigstens im angewandten Verhiltnis, bewirkt 
einen geringeren Stoffwechsel, bei dem die erginzende Wirkung der 
Zucker nicht zur Geltung kommt. Eiereiwei8 ist scheinbar nicht 
geeignet, mit den erwahnten Zuckerarten das vermutete stoffwechsel- 
erhdéhende System aufzubauen. 
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Die chemische Bestimmung 
des Vitamin B, (Aneurin) und der Cocarboxylase nebeneinander. 


Von 
Hubert Roth. 


(Aus der Landwirtschaftlichen Versuchsstation Limburgerhof der 
I. G. Farbenindustrie Aktiengesellschaft.) 


(Eingegangen am 6, April 1938.) 


In den letzten Jahren fehlte es nicht an Beobachtungen, daB das 
Aneurin chemische Reaktionen einzugehen vermag, die fiir eine Bestimmung 
auf kolorimetrischem oder fluorimetrischem Wege geeignet sein kénnten. 

Diese Reaktionen waren wohl sehr wertvoll fiir den Nachweis des 
Aneurins, zur quantitativen Bestimmung konnten sie erst ausgebaut werden, 
nachdem die Konstitution des Aneurins aufgeklart war und das Vitamin B, 
durch Synthese in gréBerer Menge zugianglich wurde. 

Schon 1934 haben H. W. Kinnersley und R. A. Peters (1) eine Farb- 
reaktion, die bei der Einwirkung von diazotierter Sulfanilsiure und Form- 
aldehyd in alkalischer Lésung auf Aneurin entsteht, zur kolorimetrischen 
Bestimmung benutzt. H.J. Prebluda und E. V. Mc Collum (2) teilen mit, 
daB p-Aminoacetanilid und auch Methylamino-acetophenon nach _ Be- 
handeln mit salpetriger Séiure mit Aneurin in Wasser schwer lésliche purpur- 
rote Verbindungen geben. Zur Zeit ist die sehr empfindliche Thiochrom- 
reaktion von C. P. Jansen (3) die génaueste chemische Methode. Das 
Aneurin wird in alkalischer Lésung mit Ferricyankalium zu Thiochrom 
oxydiert, mit Isobutylalkohol ausgeschiittelt und die Fluoreszenz in einem 
Cohenschen Fluorimeter gemessen. W. Karrer und U. Kublai (4) haben die 
Methode modifiziert, die Ergebnisse mit der elektrokardiographischen 
Methode iiberpriift und ihre Brauchbarkeit festgestellt. 

Kiirzlich hat auch H. Willstaedt(5) eine Aneurinbestimmung mit- 
geteilt. Aus Aneurin und 2, 4-Dichlorbenzol-diammoniumchlorid bildet 
sich ein gelber Farbstoff, der mit Ather ausgezogen werden kann. Der 
Farbstoff eignet sich zur chromatographischen Adsorption. Einzelheiten 
der Bestimmung sind noch nicht ver6ffentlicht worden. 

1937 haben K. Lohmann und Ph. Schuster (6) Cocarboxylase aus Hefe 
in kristallisierter Form isoliert und die Konstitution aufgeklart. Da die 
Cocarboxylase auch die Thiochromreaktion zeigt, lag es nahe, daB sie dem 
Vitamin B, ahnliche Atomgruppierungen enthalten muB, sie erwies sich als 
diphosphoryliertes Aneurin. 


Bei Versuchen zur Bestimmung des Vitamin B, und der Cocarboxy- 
lase in pflanzlichem Material, woriiber an anderer Stelle berichtet 
werden soll, konnten wir feststellen, daB sich die bei der Thiochrom- 
reaktion gebildeten Dehydrierungsprodukte hinsichtlich ihrer Léslich- 
keit verschieden verhalten. Wahrend das Thiochrom, das Oxydations- 
produkt des Aneurins, aus wasseriger alkalischer Lésung mit Butyl- 
alkohol (normal) ausgeschiittelt werden kann, bleibt das Oxydations- 
produkt der Cocarboxylase in der wiassrigen Schicht zuriick. 
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Um die durch das Ferricyanid gelbbraun gefarbte wassrige Lésung 
vor der Quarzlampe priifen zu kénnen, muB die Lésung ohne Schadigung 
der fluoreszierenden Substanz entfarbt werden; dies gelingt, wenn die 
nicht zu schwach alxalische Lésung mit Butylalkohol geschiittelt wird. 
Ohne Zusatz von Butylalkohol, wie auch beim Ausschiitteln mit Chloro- 
form, Ather, Essigester und Toluol, tritt keine Entfarbung ein. Neben 
Butylalkohol wirken noch entfarbend Xylol (rasch) und Isobutyl- 
alkohol (sehr langsam). Aus den Tabellen I bis III ergaben sich die 
Bedingungen fiir die Bestimmung der Cocarboxylase, die im praktischen 
Teil beschrieben wird. 

Im Bereich von 0,1 bis 1,5y Cocarboxylase je ccm betragt die 
Genauigkeit der Bestimmung 10°. Konzentriertere Lésungen fluores- 
zieren zu stark, um Helligkeitsunterschiede mit gleicher Sicherheit fest- 
stellen zu kénnen. Beim Vergleich mit einer cocarboxylasefreien Lésung 
(Blindwert) sind schon 0,04 (je ccm) Cocarboxylase nachweisbar. 


An verschieden konzentrierten Lésungen wurde festgestellt, daB 
das Lambert-Beersche Gesetz fiir unsere Fluoreszenzmessungen nicht 
streng giiltig ist. 

Die Bestimmung des Vitamin B, als Thiochrom kann mit gleicher 
Genauigkeit geschehen, in Butanol tritt sogar eine sichtliche Aufhellung 
der Fluoreszenz (himmelblau) gegeniiber Thiochrom in wassriger Lésung 
ein, was durch das Lésungsmittel bedingt ist. 

Es war naheliegend, daB bei der Einwirkung des Ferricyankaliums 
auf Cocarboxylase in alkalischer, wassriger Lésung lediglich die zur 
Thiochromreaktion befahigten Atomgruppen, namlich die Ketogruppe 
der Pseudobase und die Aminogruppe des Pyrimidinringes, beteiligt 
sind und der Diphosphorest sich an der Reaktion nicht beteiligen wird. 
Wir fanden, daB bei der Thiochromreaktion der Cocarboxylase keine 
freie Phosphorsdéure auftritt, weshalb wir das Dehydrierungsprodukt 
Diphosphothiochrom nennen wollen. Weiter stellten wir fest, daB das 
Diphosphothiochrom beim Kochen mit n Salzséure, wobei es als salz- 
saures Salz vorliegt, analog der Cocarboxylase in Monophosphat und 
1 Mol Phosphorsaure iibergeht. Das von K. Lohmann und Ph. Schuster (6) 
beschriebene Monophospho-aneurin zeigt nach der Thiochromreaktion 
gleiche Fluoreszenz wie das Diphospho-thiochrom, die Trennung der 
beiden gelang uns nicht. 

In einem Gemisch von Cocarboxylase und Monophospho-aneurin 
kann letzteres indirekt ermittelt werden. Dazu bestimmt man in einem 
Teil der Probe nach der Oxydation die Fluoreszenz, in dem anderen 
die Cocarboxylase fermentativ. Da das Monophospho-aneurin aus 
Brenztraubensaure keinen Acetaldehyd abspaltet, lassen sich aus der 
Differenz die Mengen Monophospho-aneurin errechnen. 
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Tabelle I. Abhangigkeit der Entfarbung von der Menge Ferri- 
eyankalium. 





7 sia K3FeCyg, | 1, .¢. ~ ai FeC re 
Normalitét Butanol i Ojoig)” Entfiirbung | Normalitét Butanol Mite’ Entfirbung 


NaOH in Min. NaOH | in Min. 
ecm ecm ecm ecm 


0,2 : 4 0,6 22 
0,3 4 0,7 26 
0,4 4 1,0 | 48 
0,5 lf 


Tabelle I]. Abhangigkeit der Entfarbung von der Menge Lauge. 





, ea K, FeCy " " Cc 
Normalitét Butanol (1 °/oig) neti bungnach Normalitét Butanol r: i 0 ‘dori be nape baer 


Na( M ‘ } ts 
nOH eem eem (geschitzte ° 0) NaOH ecm ecm (geschitzte 9/0) 


0,6 4 0,3 | 50 ‘ | 4 0,3 100 
0,8 4 0,3 60 r 4 0,3 100 
1.0 4 0, 100 ’ 4 0,3 100 


Tabelle IIT. petra dl der Entfarbung von der Menge Butanol. 

















. _ 4 Fe c y | Entfirbun ail oa ali dea KaF e Cy Entfairbung nach 
Normalitat Butanol| Ka ork . 10 Min.Se shnttein Normalitét Butanol rt 0/oig) . 10 Min. Schiitteln 


NaO fo N ho 
a0H ecm | (geschiitzte °/) NaOH eem cem (geschitzte 9/9) 


95 _ 03°] 100 
95 ‘ 0.3 100 
100 92 0,3 100 
Praktischer Teil. 

a) Die Bestimmung der Cocarboxylase. In einen Me8zylinder mit 
Schliffstopfen von 10 ccm Inhalt bringt man 2 ccm einer wassrigen 
Cocarboxylaselésung, die in 1 cem etwa 0,7 bis 8 y Cocarboxylase- 
ene enthalt, versetzt mit 0,3 ccm Ferricyankalium (1 ig) 
und 3 cem 2 n Lauge, schiittelt durch und laBt aus einer Biirette 4 ccm 
Butylalkohol (p. anal.) zuflieBen. Zur Entfarbung der Lésung wird 
der’ MeBzylinder fiir 10 Minuten in eine Schiittelmaschine gebracht. 
Nachdem sich beim Stehen die beiden Schichten getrennt haben, 
schaitzt man vor der Quarzlampe die Starke der Fluoreszenz, was bei 
einiger Ubung mit einer Genauigkeit von 20 bis 30% gelingt. 

Fir die quantitative Bestimmung bereitet man sich in gleicher 
Weise eine annahernd ebenso starke Vergleichslésung aus einer Standard- 
lésung, entfernt mit Hilfe einer Kapillare aus beiden Lésungen den 
Butylalkohol und bringt je 4.ccm in kleine Reagensglaser von genau 
gleichem Durchmesser und Wandstarke. 

Nun iiberpriift man beide Lésungen vor der Quarzlampe und 
verdiinnt die starkere solange mit dest. Wasser bis Fluoreszenzgleichheit 
(auch bei Vertauschen) eintritt. Aus der Verdiinnung ergibt sich die 
Konzentration. Um subjektive Fehler, z. B. beim Vergleich von Flu- 
oreszenzflachen von 4 und 6 ccm Hohe, auszuschalten, bringt man vor 
der endgiiltigen Ablesung beide Lésungen auf gleiche Volumina (durch 
Abpipettieren der héheren Fliissigkeitssaule). 
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Chemische Bestimmung des Vitamin B, (Aneurin) usw. 


b) Die Bestimmung des Vitamin B, und der Cocarboxylase neben- 
einander. Fiihrt man den unter a) beschriebenen Versuch unter Zusatz 
von 0,7 bis 8 y Vitamin B,-Dihydrochlorid aus, so wird man nach dem 
Schiitteln vor der Quarzlampe feststellen, daB beide Schichten flu- 
oreszieren. Um das Thiochrom zu bestimmen, bereitet man sich eine 
annahernd ebenso starke Vergleichslésung, nimmt von beiden Lésungen 
(Probe- und Vergleichslésung) gleiche Teile Butylalkohol (etwa 3,5 ccm) 
ab, erginzt die Volumina mit Butanol auf 4 ccm und bringt die Lésungen 
durch entsprechendes Verdiinnen (Butanol) auf gleiche Fluoreszenz. 
Nach Absaugen des in der Probelésung zuriickgebliebenen Butanols 
wird die Cocarboxylase bzw. das Thiochromphosphat nach a) bestimmt. 

In der Tabelle [V sind vier Analysenergebnisse angefiihrt, die nach 
der beschriebenen Arbeitsweise in Gemischen von Vitamin B, und 
Cocarboxylase erhalten wurden. Die Zahlen in den Klammern enthalten 


die gefundenen Werte. 
Tabelle IV. 





Gemisch enthilt in ccm Gemisch enthilt in cem 
NN. ee OO Nr. —— — 


y Vitamin B, y Cocarboxylase y Vitamin B, y Cocarboxylase 





00 (0,0) 08 (0,8) 10 (1,0) 0,4 (05) 
0,12 (0,10) 0,2 (0,2) 4 20 (2,0) 2,0 | (2,0) 


Zusammenfassung. 


Es wird ein Verfahren zur Bestimmung der Cocarboxylase in 
wassriger Lésung nach der Thiochrommethode beschrieben. Auf Grund 
der verschiedenen Léslichkeit der blau fluoreszierenden alkalischen 
Oxydationsprodukte des Vitamin B, und der Cocarboxylase wurde ein 
Analysengang ausgearbeitet, der es gestattet, das Vitamin und das 
Co-Ferment nebeneinander zu bestimmen. 

Analytisch konnte nachgewiesen werden, daB aus Cocarboxylase 
bei der Thiochromreaktion keine Phosphorsiure abgespalten wird, 
weshalb wir das alkalische Dehydrierungsprodukt ,, Diphospho-thio- 
chrom“ nannten; dieses spaltet sich beim Kochen mit n Salzsdure in 
Thiochrommonophosphat und 1 Mol Phosphorsiure. Durch Kom- 
bination der Thiochrommethode und der Fermentmethode ist die 
indirekte Bestimmung des Cocarboxylasemonophosphorsaureesters 
(Monophospho-aneurin) mdéglich. 

Herrn Professor Dr. K. Lohmann danke ich bestens fiir die freund- 
liche Uberlassung von Cocarboxylase. 


Literatur. 
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Spektrographische Untersuchung 
von Flayon und Flayonolfarbstoffen und ihrer Glucoside. 
Von 
L. Marchlewski und B. Skarzynski!. 
(Aus dem Institut f. mediz. Chemie der Universitat Krakow.) 
(Eingegangen am 6. April 1938.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


In einer friiheren Untersuchung hat der eine von uns mit R. Grin- 
baum? unter Anwendung der quantitativen Methode von Hilger-Spekker 
das Absorptionsvermégen einiger natiirlicher Farbstoffe der Flavon- 
gruppe im kurzwelligen Licht beschrieben. Etwas spater verdéffent- 
lichten Lajos und Gerenddés* ahnliche Erfahrungen im Zusammenhang 
mit dem Vitamin P (Citrin). Um die Anwendbarkeit der spektro- 
graphischen Methode zur Identifizierung von Bestandteilen von Pflanzen- 
extrakten naher zu priifen, war es wichtig, den EinfluB zu untersuchen, 
den Kohlenhydratreste, welche an Flavon und Flavonolderivate ge- 
bunden sind, auf das Spektrum der letzteren ausiiben. Vorlaufig haben 
wir in dieser Richtung das Apiin und Apigenin einerseits und das Quer- 
cetin und Quercitrin andererseits untersucht. 


Apiin. 


Ein Handelspriparat wurde zweimal aus Wasser umkristallisiert. 
Schmelzpunkt 228°C. Seine Konstitution entspricht nach Vongerichten 
der Formel 





: oO O east 
CH,.OH-CH-CH.OH.CH.OH-CH-CH-0-/ Y No-< OH 
b 'CH 
OH CO 


CH-CH.OH-C.OH-CH,.OH 


pais api ahs 


Es wurden zwei Lésungen in 96°igem Athanol untersucht, die 
0,000 1024 bzw. 0,000077 Mol im Liter enthielten. Fiir beide wurden 
die Molekularextinktionskurven gezeichnet und aus beiden das Mittel 
interpoliert. Es wurden folgende Werte erhalten: 


1 Der Polnischen Akademie der Wissenschaften vorgelegt. — ? Diese 
Zeitschr. 290, 261, 1937. — * Ebenda 291, 229, 1937. 
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3,30 
3,40 
3,50 
3,60 
3,70 
3,80 
3,90 
4,00 
4,08 
4,16 
4,24 
4,28 


2825 2980 
2395 2540 2760 3078 
2335 2585 2727 3140 


2635 2695 3205 
3295 
3355 
Apigenin. 


3890 
3850 
3822 
3782 
3760 
3725 
3695 
3665 
3630 
3582 
3520 
3455 


57 


Apigenin wurde durch Hydrolyse mittels Schwefelsiure auf bekannte 
Art erhalten. Aus Athanol kristallisiert stellte es blaBgelbe Nadelchen 
vom Schmelzpunkt 292° dar. Optisch wurden alkoholische Lésungen, 


die 0,0001 bzw. 0,00005 Mol pro Liter enthielten, untersucht. 


Durchschnitt wurden folgende Werte ermittelt: 





é 


3,30 


3,60 
3,78 
3,90 
4,00 
4,08 
4,15 
4,20 
4,25 


2352 2510 2798 3020 
2295 2550 2760 3100 
2290 2580 2728 3125 
2590 2715 3200 

3255 


3950 
3860 
3800 
3758 
3725 
3672 
3640 
3570 
3530 


Im 


Die Werte sind in den molekularen Extinktionskurven der Abb. 1 
Wie ersichtlich ist, sind beide Kurven sehr ahnlich, 


wiedergegeben!. 


3Y 
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2400 2600 2800 3000 3200 3400 3600 3800 
Aa-— 

Abb. 1. 


1 Apigenin Kurve 1, Apiin Kurve 2. 
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das Apiin zeigt durchweg eine etwas geringere Extinktion, die Maxima 
sind bei 4 2675 und 4 3425. Die Minima sind etwas verschieden, beim 
Apiin findet man 4 2475 und 42900, waihrend sie beim Apigenin bei 


/ 2430 und 22900 gelegen sind? 


Quercitrin. 


Ein Handelsprodukt wurde zweimal aus Wasser umkristallisiert. 
Schmelzpunkt 167° C. Optisch untersucht wurden alkoholische Lésungen 
mit 0,000087 bzw. 0,0000438 Mol im Liter. Aus den entsprechenden 
molaren Extinktionskurven wurden die folgenden Werte interpoliert : 





€ ri 

3,06 4177 
3,36 4010 
3,59 3922 
3,66 8865 
3,76 2790 2932 3830 
3,84 2755 3125 3795 
3,90 2742 3248 3770 
3,96 2730 3317 3740 
4,01 2345 2420 2722 3392 3705 
4,06 2315 2452 2710 3445 3657 
4,10 2287 2477 2700 3505 3615 
4,14 2262 2500 2687 

4,17 2244 2525° 2675 

4,20 2556 2645 


Die entsprechende Kurve ist in Abb. 2 als Kurve 2 wiedergegeben. 
Zum Vergleich wurde die molare Extinktionskurve des Quercetins 
mit Hilfe der von Marchlewski und Grinbaum ermittelten Werte ge- 











1 ! ! ! | ! 
2300 2500 2700 2900 3100 3300 3500 3700 3900 4100 
Aaa 


Abb. 2. 


zeichnet (Kurve 1). Sie fanden fiir Quercetin die Maxima 4 2555 A 
und 13755 A, welche spiter von Lajos und Gerenddés bestatigt wurden. 
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Die Kurven zeigen viel Ahnlichkeit, aber auch gewisse Unterschiede. 
Im Falle des Quercetins zeigt das weniger gebrochene Band grébere 
Extinktion als das starker gebrochene; beim. Quercitrin ist das Ent- 
gegengesetzte der Fall, auch ist die Lage der Maxima ziemlich ver- 
schieden. Die Maxima des Quercitrins liegen bei 2 2612 A und / 3560 A, 
die des Quercetins bei 2555 und 3755 A. Verschieden ist auch die Lage 
des einen Minimums. Der Kohlenhydratrest tibt also im Falle des 
Quercitrins einen gréBeren Einflu8 aus als im Falle des Apiins. Der 
Grund ist vielleicht in dem Umstand zu suchen, daB im Quercitrin der 
Kohlenhydratkomplex am Sauerstoff der Hydroxylgruppe, welche die 


Flavonole charakterisieren, gelagert ist, entsprechend der Formel: 
O OH 


eae Ne ‘OH 














Eine neue Bestimmungsmethode der Phosphoglycerinsiaure. 
Von 


0. Meyerhof und W. Schulz. 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
medizinische Forschung in Heidelberg.) 


(Eingegangen am 11, April 1938.) 


Fir das Studium des Umsatzes der phosphorylierten Intermediar- 
produkte sind Methoden erwiinscht, die gestatten, sie ohne Isolierung 
in spezifischer Weise quantitativ zu bestimmen. Die Phosphoglycerin- 
siure kann durch Vergleich der manometrisch gemessenen Saure- 
bildung mit dem entstandenen schwer abspaltbaren Phosphat ziemlich 
gut bestimmt und so z. B. von Hexosemonophosphorsaure unterschieden 
werden, ebenso auch von Glycerinphosphorsaéure, die ihrerseits nach 
Zeisel und Fanto bestimmt werden kann!. Da jedoch noch eine direktere 
Methode wiinschenswert ist, bedeutete das Verfahren von Rapoport? 
einen Fortschritt, bei dem die Glycerinphosphorséure als Konden- 
sationsprodukt mit Naphthoresorcin in konzentrierter Schwefelsiure 
kolorimetriert wird. Da diese Methode aber manche Ubelstande hat, 
wie das Auftreten braungrauer Farbungen von verkohlenden Sub- 
stanzen, ungeniigende Proportionalitat der Fairbung, und in der Regel 
auch eine Abtrennung der Phosphoglycerinsiure mittels Pb oder Ba 
voraussetzt, haben wir eine andere Bestimmungsmethode auf Grund 
einer von uns gemachten Beobachtung ausgearbeitet, durch die im 
allgemeinen die Phosphoglycerinsiure ohne besondere Abtrennung 
bestimmt werden kann, die ferner etwa von derselben Empfindlichkeit 
ist und besonders bei Zuhilfenahme einer Kontrollmessung mit reiner 
Phosphoglycerinsaure erheblich genauer ist. Durch sie kénnen 0,1] mg 
Phosphoglycerinsiure in 2 ccm (0,04mg P,O,) schon gut festgestellt 
werden. In bestimmten Fallen ist auch bei ihr eine Abtrennung aus 
der Lésung mittels Pb oder Ba vorzunehmen. 

Die Methode beruht auf der enormen Verstarkung der optischen 
Drehung, etwa ums 60 fache, die die 3- Phosphoglycerinsaure in Molybdat- 
lésung erfihrt. Fiir zweiwertige Oxysauren ist eine solche, auf Kom- 
plexsalzbildung beruhende Drehungsverstiérkung in Gegenwart von 
Ammonmolybdat, ferner auch Wolframat, Antimoniat usw. vor langer 
Zeit von Gernez® gefunden und vielfach untersucht worden’. Nach 


1 O, Meyerhof u. W. Kiessling, diese Zeitschr. 264, 40, 1933. - 
2 Ebenda 289, 406, 1937; 291, 429, 1937. — #2 C. r. Acad. Sciences 104, 
783, 1887 u. f. Bande. — 4 Z. B. A. Rosenheim u. H. Itzig, Ber. 38, 707, 
1900; £. Darmois, C. r. Acad. Sciences 171, 348, 1920. 








TT SUC 


ow 








Bestimmungsmethode der Phosphoglycerinsaure. 61 


eigenen Messungen an optisch aktiver Milchséure und Glycerinsaure 
bilden auch diese Saéuren mit Molybdat Komplexsalze mit aus- 
gesprochener Verstarkung der optischen Drehung.  {[«]}) von Zink- 
d-Lactat! steigt z. B. von + 7,49 auf + 30°, diejenige von d-glycerin- 
saurem Ba von [x] + 11,5° auf + 104°. 

Die Drehung von d(—) 3-Phosphoglycerinsaure [x];) betragt nach 
unseren jetzigen Messungen in n HCl — 13,2° und ist stark abhangig 
von der Saurekonzentration. In neutraler Lésung dreht sie um einen 
ahnlichen Betrag nach rechts. Bei Uberschu8 von Molybdat ist in 
neutraler Lésung [«]j) — 745°. Diese besonders hohe Drehung ist 
offenbar auf das Vorhandensein zweier endstandiger Sauregruppen 
zurickzufiihren, da die d(--) 2-Phosphoglycerinséure, die in n HCl 
ein [x]#) von + 24° besitzt, in Gegenwart von Molybdat nur [«]7) = — 68° 
zeigt. Letzteren Wert fanden wir mit dem vermutlich reinsten unserer 
Praparate; andere, die einen etwas héheren Wert gaben, diirften einen 
Gehalt an 3-Phosphoglycerinsaéure haben. 

Die Phosphorsaéureester, die keine Carboxylgruppe besitzen, wie 
a-Glycerinphosphorséure, Hexosemonophosphorsdure, Hexosediphos- 
phorsiure, Adenylsiure usw., ebenso auch freie Zucker, zeigen keine 
Beeinflussung der Drehung durch Molybdat. 

Die Messung geschieht, wenn keine interferierenden Mengen anderer 
Verbindungen wie Apfelsiure oder Weinsaure und nicht zu viel Milch- 
siure zugegen sind, in der Weise, daB das neutralisierte Trichloressig- 
saurefiltrat direkt vor und nach Zugabe von Ammonmolybdat polari- 
metriert wird. Aus der Differenz berechnet sich der Gehalt an Phospho- 
glycerinsiure. Fiir den fiir uns in Betracht kommenden Bereich (0,1 
bis 3 mg Phosphoglycerinsaure pro ccm) ergab sich keine Abhangigkeit 
der spezifischen Drehung von der Konzentration (vgl. Tabelle I). Sind 
interferierende Sauren zugegen; so empfiehlt es sich, die Phospho- 
glycerinsiure in lackmussaurer und kongoneutraler Lésung durch das 


Tabelle I. Spezifische Drehung bei Anderung der Phosphoglycerin- 
saurekonzentration. 








Molybdat- p,™& Spezifi Molybdat- , ™8 Seiiasttiasinn 
eg Phospho- Drebusg ¢ org pendtras Phospho- Drehung ° _— ische 
in mg gly cerin- 2 dm | Dre! “ps in mg glycerin- 3 dm [e 20" 

siure by a + aoe siure 7 a 

pro $ ccm pro lccm ! D ye Som pro lecm | a 

120 3,27 — 4,852  — 742 240 0,890 — 1,310 737 
120 2,50 — 3,697 | — 742 240 0,534 — 0,790 | — 740 
120 1,25 — 1,887 — 755 240 0,267 — 0,385 | — 725 
120 0,935 | —1,400, — 748 240 0,168 — 0,237 | — 708 

240 0,084 — 0,125 — 745 


1 Neue Nomenklatur. 
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gleiche Volumen 25 %iger Bleiacetatlésung auszufallen und den Blei- 
niederschlag nach Waschen durch verdiinnte Schwefelsiure zu zer- 
setzen. 

Zwei Umstande verdienen jedoch Beachtung. 1. Das in der Lésung 
vorhandene anorganische Phosphat hat infolge der Bildung des kom- 
plexen Salzes: PO,(NH,), . 12 MoO, . 6 H,O solange einen bedeutenden 
EinfluB auf die Drehung, als sich das Molybdat nicht in betrachtlichem 
UberschuB befindet. 


l ecm 24°%,iger Ammon-Molybdatlésung bindet etwa 3 mg P von 
anorganischem Phosphat. Wenn weniger als die Halfte dieser Menge 
Phosphat vorhanden ist, so ist der EinfluB auf die Drehung geringfiigig. 
Fiir kleinere Mengen anorganischen Phosphats, wie sie in unseren An- 
siitzen wirklich vorkamen, ist der Gang der spezifischen Drehung in der 
Tabelle II gezeigt. Daraus ergibt sich, daB bis zu 1,5 mg P im polari- 
metrischen Ansatz von 3.ccm (was 0,7 mg P pro ccm Filtrat bei Zusatz 
von 1 ccm 24°%,igem Molybdat entspricht) die spezifische Drehung nur 
um etwa 5°%, verringert wird. Bei héherem Phosphatgehalt muB eine 
Kontrolle mit reiner 3-Phosphoglycerinsiure zur Bestimmung der spezi- 
fischen Drehung ausgefiihrt und der Molybdatzusatz eventuell gesteigert 
werden. Andere Zusitze, die in Fermentansitzen vorkommen kénnen, 
haben auf die Drehung keinen wesentlichen EinfluB. Da die Methode 
als Mikromethode angewandt werden sollte, so konnten geringe Einfliisse 
durch Anderung des py, Anwesenheit anderer phosphorylierter Ver- 
bindungen und das Ionenmilieu auBer Betracht bleiben. Jedenfalls 


Tabelle II. Abhangigkeit der spezifischen Drehung vom an- 
wesenden anorganischen Phosphat. 





j 
- 


Anorganisches 





«|| Molybdatzusatz | 
PI hoglycerins | . Phosphat G 20 
amroton”| mae, eee | Baws | Ce 
7 ,0 ce | | 
120 _ — 745 Mittelwert 
120 0,156 — 3,073 — 741 
120 0,31 — 3,052 | — 7865 
‘iin 120 0,62 — 3017 | — 727 
Pw 120 0,94 — 8,005 — 723 
(0,34 mg P) 120 3.55 —2915 | (—633) 
240 06 | ~—s 1,64 — 2,945 — 208 
360 1,54 — 2,945 — 708 
240 4,60 — 2,665 | (— 644) 
| 120 oe — 750 Mittelwert 
0,516 | 120 ae | — 0,825 — 757 
(0,086 mg P) 120 3=6|~—s«0,94 | — 0,775 — 711 
240 0,94 | —0,798 — 728 
0,535 240 1,31 | — 0,750 — 205 


(0,089 mg P) | 240 2,62 | —0,655 | (— 615) 
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ergab sich bei Zusatz von Trichloressigsaurefiltraten aus Hefepraparaten 
oder Geweben, von anorganischem Phosphat abgesehen, keine Herab- 
setzung der spezifischen Drehung reiner (—)3-Phosphoglycerinsiure 
auf unter — 720°. 


2. Bei der Ubiquitaét der Phosphoglyceromutase ist im allgemeinen 
zu erwarten, da in biologischen Extrakten nicht reine (—) 3-Phospho- 
glycerinsiure vorkommt, sondern daB sie eine Beimengung von (-+-) 2- 
Phosphoglycerinséure besitzt. Von besonderen Versuchsanordnungen 
abgesehen, wird die Beimengung an 2-Phosphoglycerinsiure maximal 
dem enzymatischen Gleichgewichtszustand der Reaktion: 3-Phospho- 
glycerinsiure — 2-Phosphoglycerinséure entsprechen. Auf Grund der 
Versuche von 0. Meyerhof und W. Kiessling! konnte befiirchtet werden, 
daB dies die Brauchbarkeit der Methode betrachtlich einschrankt, weil 
danach bei 0° 10 bis 12 °%, bei 38° aber schon 22 %, bei 60° 30 °/, 2-Phos- 
phoglycerinséure im Gleichgewicht vorliegen sollten. Diese Gleich- 
gewichte waren aus den spezifischen Drehungen unmittelbar berechnet 
und schon deshalb bei den kleinen Konzentrationen wenig genau. Auch 
war der Umstand ungeniigend beriicksichtigt, da bei Abwesenheit 
von Phosphat die Fluoridhemmung der Enolase sehr abgeschwacht 
wird und selbst in n/10 NaF noch etwas Phosphobrenztraubensaure 
entsteht. Bei der erheblich héheren Genauigkeit der jetzigen Versuche 


Tabelle III. Spezifische Drehungen bei Gleichgewichtseinstellung 
(—)3-Phosphoglycerinsiure — (+)2-Phosphoglycerinsaure. 





Tempe- mg Phospho- ; ; 2 Berechnete ‘ : 9/9 2-Phos- 
ratur Zeit in Min. _— glycerinsiiure poee . spezifische nee phoglycerin- 
oC pro 1 ccm Drehung [@ 0 siiure 
0 2,86 — 4,120 — 720 
| (direkt) 
(| 30 2,76 — 3,644 — 660 | 
0 {il 30 2,32 — 3,058 ~ 660 — 665 8.5 
| 60 1,805 — 2,205 —67% |} 
0 2,37 — 3,435 — 725 
(direkt) 
5 2,295 — 3,087 — 670 
20 60 2,16 — 2,917 — 645 — 663 9,5 
| 20 1,975 — 2.660 — 674 
‘|| 5 2,26 | — 2,930 a he 
Tilo oP Se ee Oe 
0 2,06 — 3,020 — 734 
(direkt) 
é 5 1,79 — 2,355 <  ek pae 
60 5 1.63 — 2.155 9 (j7 O44 Us 


1 Diese Zeitschr. 276, 239, 1935. 
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ergab sich nur eine ganz geringfiigige Temperaturabhangigkeit des 
Gleichgewichts, das bei allen Temperaturen annahernd dort liegt, wo 
es friiher fiir 0° gefunden wurde. Eine Auswahl aus zahlreichen Ver- 
suchen dieser Art ist in Tabelle HII wiedergegeben. Die spezifischen 
Enddrehungen nach Einstellung des Gleichgewichts betrugen im ganzen 
Temperaturbereich zwischen — 650 und — 670°. Legt man der Be- 
rechnung die in gleichen Extraktfiltraten gefundene Anfangsdrehung 
zugrunde, so ergibt sich, wenn man fiir (+) 2-Phosphoglycerinsaure 
mit einem [a]; = — 68° in Molybdatlésung rechnet, eine Verschiebung 
des Gleichgewichtgehalts derselben von 8,5 °%, bei 0° auf 11,6 %, bei 60°. 
DaB eine solche geringe Verschiebung wirklich stattfindet, zeigen 
Versuche, in denen, analog der friiheren Anordnung, derselbe Ansatz 
abwechselnd auf 0 und 60° gehalten und jedesmal eine Probe zur Analyse 
entnommen wird. Dabei wird, trotz Anwesenheit von n/8 NaF, fort- 
schreitend etwas Phosphobrenztraubensaure gebildet, besonders bei 60°, 
die bei der Berechnung beriicksichtigt werden muB. Eine solche Ver- 
suchsreihe ist in Tabelle IV wiedergegeben. Die Versuche sind mit 
5 Stunden dialysiertem Muskelextrakt angestellt. 


Tabelle IV. Variable Gleichgewichtseinstellung bei 0 und 60° 
(n/8 NaF). 





Bildung Phospho- 








Zeit in Min. brenztraubensaure . mg Spesifiech 0/5 
Te ‘ in 9 Phospho- Spezilische | 2-Phos- 
st : glycerin- ~~ . Drehung pho- 
ab Ver- nachTem- | aus leicht a siure ™ [x]#? | glycerin- 
suchs- peratur- | hydrclysier-' Jodwert | PF° leem | séure 
oc | beginn § einstellung) barem P, 0; 
direkt 0 -- 2,06 3,02 730 ) 
20 | 20 20 7,2 4,7 1,96 2,66 674 8,5 
60 25 5 14,9 13,0 1,794 2,86 652 11,8 
0 55 30 16,2 15,0 1,75 2,39 ome | 78 
60 60 | 5 22,9 20,8 1,63 2,13 649 12,2 
0 120 | 60 28,1 | 21,2 1,62 | 2,20 675 8,3 


Im allgemeinen kann man damit rechnen, daB nach der Gleich- 
gewichtseinstellung [x]j) = — 650 bis — 670° betrigt. Man tut aber 
gut, da die Gleichgewichtseinstellung oft unvollstandig ist, diese Un- 
sicherheit und gleichzeitig auch alle anderen Einfliisse, einschlieBlich 
desjenigen des anorganischen Phosphats, dadurch zu eliminieren, da} 
man eine Kontrolle mit dem gleichen Enzymansatz, unter Zusatz 
einer genau bekannten Menge Phosphoglycerinsiure mit demselben 
Gehalt an anorganischem Phosphat und n/10 NaF anstellt und die auf 
diese Weise errechnete spezifische Drehung fiir alle iibrigen Ansatze 
benutzt. Bei Anwesenheit von Phosphat ist die Fluoridhemmung voll- 
stindiger als in den Versuchen der Tabelle IV. 

Zur Ausfiihrung verwenden wir Polarisationsrohre von 2 dm, die 
2.8 ccm fassen. Bei Vorhandensein geringer Mengen von Trichloressig- 
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siurefiltrat wird dieses zunachst direkt nach Neutralisierung polari- 
metriert, dann dem Rohr entnommen, zu 2,0 ccm desselben 1 cem 
25% ige Molybdatlésung zugesetzt und wieder polarimetriert. Der 
Anfangswert wird dann auf die Verdiinnung durch Molybdat um- 
gerechnet. Enthalten 2 ccm Trichloressigsaurefiltrat, die mit Molybdat 
auf 3ccm gebracht werden, 0,1 mg Phosphoglycerinsaure (17 y P), so 
ergibt sich im 2 dm-Rohr eine Drehungsdifferenz mit und ohne Molybdat 
von — 0,05°, die also schon gut gemessen werden kann. Die Methode 
fallt somit in denselben Empfindlichkeitsbereich wie die kolorimetrische 
Phosphorsaurebestimmung. Nach Molybdatzusatz kénnen die Ansiitze 
nicht beliebig lange stehen bleiben, weil bei Anwesenheit von redu- 
zierenden Substanzen im Trichloressigsaurefiltrat und von anorgani- 
schem Phosphat sich mit der Zeit Molybdanblau entwickelt, das die 
Ablesungen stort. 

Zum SchluB sei noch auf die Konsequenzen hingewiesen, die sich 
aus der gefundenen, nur geringfiigigen Abhangigkeit des Gleichgewichts: 
3-Phosphoglycerinsiure =~ 2-Phosphoglycerinsdure von der Temperatur 
ergeben. Nach den jetzigen Messungen andert sich die Gleichgewichts- 


3-Phosphoglycerinséure : 
konstante —— —_——— von 0 bis 60° nur von etwa 10,8 auf 
2-Phosphoglycerinsaéure 


7,6, was nach der van t’ Hoffschen Isochorengleichung 
— 4,571 (logy Ky — logy) K,).7, - 72 
= ca 
einer Warmeténung (Q) von — 1000 geal fiir den Ubergang von 3-Phos- 
phoglycerinsiure zu 2-Phosphoglycerinséure entsprechen wiirde, statt 
des friiher berechneten Wertes von — 3500 geal. Tatsachlich konnte 
keine Wiarme von der letztgenannten GroBenordnung bei der Gleich- 
gewichtseinstellung gemessen werden. Andererseits fallt nun die fiir 


Phosphobrenztraubensaure 


das Gesamtgleichgewicht gefundene Tem- 


Phosphoglycerinsaure 
peraturabhangigkeit zum Teil der Reaktion 2-Phosphoglycerinsaéure 
= Phosphobrenztraubensaiure zur Last und ergibe fiir diese, auf der 
Grundlage der von K. Lohmann und O. Meyerhof! gefundenen Werte, 
eine Reaktionswarme Q = — 1300 geal in Richtung der Phosphobrenz- 
traubensaurebildung. 


Zusammenfassung. 
Es wird eine Methode zur Bestimmung von Phosphoglycerinsaure 


beschrieben, die auf der hohen spezifischen Drehung von (—) 3-Phospho- 
glycerinsiure in Ammonmolybdatlésung beruht. 


1 Diese Zeitschr. 2738, 60, 1934. 
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Darstellung von reiner Dihydrocozymase in Substanz. 
Von 
P. Ohlmeyer. 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
medizinische Forschung in Heidelberg.) 


(Eingegangen am 11. April 1938.) 


Die Wirkung der Cozymase (Cz, Diphosphopyridinnucleotid) als 
Wasserstoffiibertrager beim enzymatischen Zuckerabbau 1JaBt sich 
zerlegen in die Reduktionsphase, in der sie 2 H-Atome aufnimmt und 
dafiir ein Aquivalent Triosephosphorsaure zu Phosphoglycerinsaure 
oxydiert, und in die Oxydationsphase, in der Dihydrocozymase (Cz H,) 
unter Abgabe von 2 H-Atomen Acetaldehyd bzw. Brenztraubensiure 
zu Alkohol bzw. Milchséure reduziert!. 


Zum Studium der isolierten  Oxydationsphase sowie der Umkehr 
der Hydrierungsphase durch Phosphoglycerinsaiure stellte ich reine 
Dihydrocozymase in Substanz her?. Das Ausgangsmaterial ist reine 
Cozymase. Ich gewann sie nach einem Verfahren, dessen einzelne 
Schritte schon friiher mitgeteilt worden sind?, die in etwas veranderter 
Kombination aber eine wesentlich hébere Ausbeute ergeben. Ich 
beschreibe deswegen zuvor den neuen Isolierungsgang von Cozymase. 


I. Modifizierte Darstellung von Cozymase. 


a) 50 kg Léwenbréauhefe werden bei 85° in 25 Liter Wasser unter 
Riibren eingetragen, mit 6kg neutralem Bleiacetat in 10 Liter Wasser 
und 70 Liter Alkohol versetzt und abzentrifugiert. Aus der Lésung fallt 
mit 3 Liter 25°%igem Silbernitrat und 70 Liter “Alkohol ein Niederschlag, 
der scharf abzentrifugiert und in 2 Liter 2n HNO, gelést wird. Mit 2 Liter 
2n HCl wird das Silber abgetrennt und dann aus der Lésung mit 2,4 Liter 
20 °iger Phosphorwolframséure die Cozymase gefallt. Beim Lésen dieses 
Niederschlags in 4 bis 6 Liter 50°%igem Aceton bleibt ein Riickstand, der 
verworfen wird. Cozymase fallt mit 10 Liter Aceton. Sie wird mit 80 %Gigem, 
dann mit reinem Aceton gewaschen und mit Ather getrocknet. Ausbeute: 
etwa 40g. 

b) 40g aus Schritt a) werden in 1 bis 2 Liter Wasser gelést und mit 
120 cem gesattigtem neutralem Bleiacetat und 1,2 Liter Alkohol versetzt. 
Aus der zentrifugierten Lésung fallt man mit 120 cem 25 %igem Silbernitrat 
und 2,5 Liter Alkohol den Silberniederschlag wie oben. Er wird véllig 


! Siehe die Arbeiten auf Seite 90 und 113d. H. — 2? Uber die Darstellung 
eines Ba-Salzes von hydrierter Cozymase berichteten kiirzlich H. v. Euler 
und H. Hellstrém (Zeitschr. t. phys. Chem. 252, 33, 1938). Beziiglich der 
Reinheit ihres Praparats machten sie keine Angaben. — * Vgl. O. Meyerhof 
u. P. Ohlmeyer, diese Zeitschr. 290, 336, 1937. 
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getrocknet und in 120 cem 2n HNO, gelést. Mit 60 cem 2n HC! fallt das 
Silber, darauf mit 120cem 2n H,SO, und 240 cem 20° iger Phosphor- 
wolframséure die Cozymase. Sie wird in 400cem 50° ,igem Aceton mit 
Riickstand gelést, von diesem getrennt und mit 2 Liter Aceton gefallt. 
Ausbeute: 14 g. 

ce) 14g aus Schritt b) lést man in 400 cem Wasser und gibt 50 cem 
gesattigtes neutrales Bleiacetat zu. Die klare Lésung wird auf 2 Liter 
gebracht und nach Euler mit 16g CuCl versetzt, das in 160 cem 20% igem 
KCI mit 0,1° HCl gelést ist. Der Niederschlag wird unter Stickstoff und 
unter Abdunkelung mehrmals durch Dekantieren gewaschen und mit 
H,S8 zersetzt. Aus der mit HNO, angesduerten Lésung (250 cem) fallt mit 
10 cem 25 °oigem AgNO, ein Niederschlag, der verworfen wird, mit 8 Volu- 
men Alkohol wird Cozymasesilber niedergeschlagen. Es wird feucht oder 
(besser) nach Trocknung mit Ather in 300 cem Wasser gelést und mit H,S 
zersetzt. 2,5 Liter Alkohol fallen 3 bis 4 g reine Cozymase. 

Ausbeute und Reinheitsgrad sind in der Tabelle wiedergegeben. Die 
Angaben stiitzen sich auf die friiher! mitgeteilten Bestimmungsmethoden. 





Gehalt an reiner Cz 


Priiparat in g Reinheitsgrad Ausbeute in °9/) 
DO ue Mele 5... cee ees 24,0 
Se er 13,4 100 
Aus Schritt a)........ 9,6 0,25 72 
a rh Mere Se gas 5,0 0,4 37 
* Cees Saray 3,0 0,95—1 22 


II. Darstellung von Dihydrocozymase. 


Prinzip. Cozymase wird mit Natriumhyposulfit in Bicarbonat 
nach Warburg und Christian? partiell hydriert und die Dihydrocozymase 
durch Ausfrieren der Salze in alkoholisch-wasseriger Lésung und durch 
Umfiallen gereinigt. Dihydrocozymase fallt als Natriumsalz. 

Ausfiihrung. In die Birne eines ManometergefiBes werden 80 mg 
Cozymase mit 8,5°%, Wasser, vom Reinheitsgrad 0,9 (enthaltend 66 mg 
Cz; Mol.-Gew. 663), und 40mg Natriumhyposulfit eingewogen. Im 
Hauptraum befinden sich 6,6 ccm 1,3°,iges Natriumbicarbonat, die 
im Thermostaten bei 20° mit 5 % CO, in N, gesattigt werden. Hydrierung 
und CO,-Entwicklung beginnen beim Heriiberspiilen der trockenen 
Substanzen und sind nach zweistiindigem Schiitteln beendet. Man 
gieBt die Lésung in 20 cem Alkohol und kihlt auf — 10° ab. Nach 
20 Minuten wird zur Entfernung der ausgefallenen Salze kurz zentri- 
fugiert, aus der Lésung fallen mit 80 ccm Alkohol etwa 65mg Na- 
Dihydrocozymase vom Reinheitsgrad 0,95. Sie wird mit Ather ge- 
waschen und getrocknet. Lést man sie in 8 cem Methylalkohol, zentri- 
fugiert und fallt mit 50 com Athylalkohol und 40 cem Ather, so gewinnt 
man etwa 50 mg der reinen Substanz mit Natrium- und Wassergehalt, 
entsprechend 42 mg CzH,. Die Ausbeute betragt also 60%. 


1 Diese Zeitschr. 290, 336, 1937. —- ? Ebenda 282, 191, 1935. 
5* 
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Analytische Angaben. 


Die Substanz verliert im Hochvakuum bei 60° in 4 Stunden 10,5 % 
ihres Gewichts und hinterlaBt dann beim Verbrennen 29,2% Riickstand 
(Praparat 6). 

3,965 mg; 5,12 mg CO,; 1,39 mg H,O; 35,22 % C; 3,92% H. 

3,075 mg; 0,374 eem N (748 emm, 21°); 13,39% N. 

P (kolorimetrisch) 8,82 %. 

Na (volumetrisch nach Weinbach!) 6,63 %. 





7 C | %%C 0}, N 0%) P %, O % Na 
2 Pentose 
2H,PO, 
1 Adenin SRE 
1 Dihydronicotinakure-\ ber, 95,6 | 3,82 | 13,63 | 8,75 | 81,6 | 6,50 
2 Na, — 5 H,O 
Co, Hy; N;P,0,, Na, 
Mol.-Gew. 709 
gef. || 35,22 | 3,92 13,89 8,82 31,5 6,63 





Der Riickstand (29,2°,) kann als Metaphosphat erklart werden, 
denn die mit 1 Mol CzH,Na, gegebenen 2 Mol NaPO, wiirden 28,8 %, 
des Molekiils ausmachen. Zur Reinheitspriifung im Apozymasetest 
nach Myrbdck® wurde die Substanz in Wasser gelést, das mit NaOH 
auf py 8 gebracht war und mit genau gepriifter Cozymase verglichen. 
Die Rechnung bezieht sich auf vakuwumtrockene Substanzen: 

Es entwickelten in 60 Minuten 5,52 » Cozymase vom Reinheitsgrad 
0,87: 177 emm, 3,65 +» Cozymase-H, Na, 128 emm Extra-CO,. Da das 
Molekulargewicht von Cozymase 663, das von CzH,Na, 709 betragt, 
errechnet sich fiir diese der Reinheitsgrad folgendermaBen: 


5,52 . 0,87 . 128 . 709 
3,65 . 177 . 663 


Die bei der Darstellung verwandte Cozymase besaB den Reinheitsgrad 
0,9; mit der Uberfiihrung in das Natriumsalz der Dihydrocozymase 
war also eine Reinigung verbunden. 

Euler fand, daB Dihydrocozymase, die mit Hyposulfit hergestellt 
und mittels des Extinktionskoeffizienten in Lésung bestimmt war, 
durch Erhitzen in Saure nur bis auf 15 bis 30 % inaktiviert wird. Erhitzt 
man in fester Form gewonnene, reine Dihydrocozymase in n/100 HCl 
3 Minuten auf 100°, dann geht ihre Wirksamkeit im Apozymasetest 
restlos verloren. 

Das Natriumsalz der Dihydrocozymase zeigt vor der Analysen- 
quarzlampe eine weiBe Fluoreszenz, die durch Anséuern ausgeléscht 


1 J. of biol. Chem. 110, 95, 1935. — * P. Ohlmeyer, diese Zeitschr. 287, 
212, 1936. 
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wird. Es verbleibt dabei eine eben wahrnehmbare griinliche Fluoreszenz. 
Die fiir das hydrierte Nucleotid charakteristische Absorption im lang- 
welligen Ultraviolett (um 340 mu), die lichtelektrisch'! und spektro- 
graphisch gemessen wurde, ergab fiir die Héhe der Bande den Wert: 
“qem Fs qem oc a 
B = 14,5.10° bzw. £8 auf freie CzH, berechnet 
Mol es. ‘ 
(Mol.-Gew. 665) = 21,8. 108. 


O. Warburg? fand zuletzt einen etwas niedrigeren Wert. namlich 


qem ree : 8 oa 'qem ) 
|S | = 13,6. 10°, bzw. fiir Cz H, (Mol.-Gew. 665) 6| = | = 20:6. 10°. 

Das Natriumsalz der Dihydrocozymase scheidet sich aus Methanol 
beim langsamen Verdunsten des Lésungsmittels teilweise in stark 
doppelbrechenden kristallinischen Teilchen ab. 

Die Elektrotitrationskurve der Cz H, wird in der nachfolgenden Arbeit 
(S. 90 ff.) mitgeteilt. J. Hausser und E. Kinder* haben die Dielektrizitats- 
konstante von Cozymase und Dihydrocozymase gemessen; die daraus 
erschlossenen Dipolmomente lassen sich mit der von Euler und Mit- 
arbeitern* entwickelten Vorstellung vom Bau der Cozymase vereinbaren. 
Dabei diirfte sich die nach der elektrophoretischen Wanderung® zu 
postulierende Zwitterionenanordnung fiir die Adeninnucleotidhalfte mit 
der Zwitterionenanordnung des Pyridinnucleotidteiles vermutlich der- 
artig beeinflussen, daB bei keinem py ein echter Quadrupol vorliegt. 


1 Im Institut fiir Physik, Kaiser Wilhelm-Institut fiir medizinische 


Forschung in Heidelberg. — ? Ergebn. d. Enzymforsch. 7, 210, 1938, ins- 
besondere S. 232; EF. Haas, diese Zeitschr. 291, 79, 1937. — * Naturwiss. 


26, im Druck, 1938. — * Ergebn. d. Phys. 38, 1, 1936. —- °>O. Meyerhof u. 
W. Mohle, diese Zeitschr. 294, 249, 1937. 











Umladung und Flockung negativer Biokolloide 
mit Alkaloidsalzen. I. 
Von 
H. G. Bungenberg de Jong und J. G. Wakkie. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Leiden.) 
(Eingegangen am 12. Marz 1938.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 


1. Allgemeine Einleitung. 


Das Verhalten negativer Biokolloide anorganischen Neutralsalzen 
gegeniiber war des 6fteren Gegenstand friiherer Untersuchungen des 
einen von uns mit Mitarbeitern. Es zeigte sich, daB die besonders mit 
polyvalenten Kationen gelegentlich auftretende Flockung fast stets 
anderer Natur ist wie die bei einfachem Aussalzen; sie weist vielfach 
Analogien mit der gegenseitigen Flockung entgegengesetzt geladener 
Biokolloide auf. Das Auftreten von Umladungserscheinungen und die 
Bedeutung der Ionenvalenzen fiir die Aufhebung der Flockung durch 
Neutralsalze weisen darauf hin, daB fiir diese Flockungen Ladungs- 
gegensaitze von wesentlichster Bedeutung sind. Besonders in Fallen 
mit ausgesprochenem Fliissigkeitscharakter des Ausgeflockten (,,Ko- 
azervat‘') zeigte sich die nahe Verwandtschaft mit der analogen fliissigen 
gegenseitigen Flockung entgegengesetzt geladener Biokolloide (,,Kom- 
plexkoazervation“:), auBerdem auch noch in dem Verhalten der Ko- 
azervate im Gleichstrom- bzw. Wechselstromfeld (Ubereinstimmung 
der Desintegrationserscheinungen, deren Umkehrung in das Spiegel- 
bild bei Umladung der Koazervattropfen und analoges Auftreten der 
Biichner-Deformation). 


Diese Flockung bzw. Koazervation der Biokolloide mit anorgani- 
schen Salzen wurde aus diesem Grunde Autokomplexflockung bzw. 
-koazervation genannt ; wir verweisen diesbeziiglich auf einige zusammen- 
fassende Darstellungen?. 


Die Auffassung, derzufolge die Ladungserscheinungen der Bio- 
kolloide auf einer elektrolytischen Dissoziation ionogener Gruppen 
beruhen, zeigte sich von Anfang an als fruchtbar und der Weitergang 
unserer Untersuchungen veranlaBt uns immer zwingender, die Bio- 


1 H.G. Bungenberg de Jong, Protoplasma 15, 110, 1932; La Coacerva- 
tion, les coacervats et leur Importance en Biologie, Hermann & Cie., Paris 
1936, Tome II; Kolloidzeitschr. 79, 223, 1937; 80, 221, 1937. 
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kolloidsole im Grenzfall als Lésungen hochmolekularer Elektrolyte 
anzusehen. Vor kurzem konnte gezeigt werden, daB die Umladungs- 
und Flockungserscheinungen negativer Biokolloide mit anorganischen 
Kationen tatsachlich von Ionen kennzeichnenden GréBen abhangig 
sind, so von dem Volumen, der Valenz und dem Polarisierungsvermégen 
der anorganischen Kationen, weiter der Ladungsdichte des Kolloid- 
anions und der chemischen Natur (insbesondere der Polarisierbarkeit) 
der ionisierten Gruppen derselben!. 


Der Zweck der vorliegenden und der weiter noch folgenden Mit- 
teilungen dieser Reihe ist die Untersuchung, inwiefern beziiglich des 
Verhaltens negativer Biokolloide Alkaloidsalzen gegeniiber analoge 
Verhaltnisse vorliegen. Das Problem gestaltet sich hier insofern kom- 
plizierter, als wir es im Gegensatz zu den — von einigen wenigen unter- 
suchten komplexen Kationen abgesehen — einatomigen Ionen nunmehr 
mit vielatomigen, meist sehr kompliziert gebauten Tonen zu tun haben. 
Damit tritt erschwerend die Frage nach dem Einflu8 der organisch- 
chemischen Struktur auf die Intensitaét der Wechselbeziehungen zwischen 
Alkaloidkation und Kolloidanion hinzu. Wir werden noch sehen, dab 
gerade dieser Faktor von gréBter Wichtigkeit ist, da ein Vergleich der 
Umladungs- und Flockungserscheinungen zwischen den einwertigen 
Alkaloidkationen unter sich bereits sehr groBe Unterschiede zeigt. 
Andererseits hingegen tritt, wie in der II. Mitteilung noch besprochen 
wird, bei diesen groBen organischen Kationen eine gewisse Verein- 
fachung auf. 


Da die Umladungserscheinungen fiir die Theorie der Auto- 
komplexflockung von so groBer Bedeutung sind, soll in der vorliegenden 
I. und II. Mitteilung zunachst von diesen, von der eigentlichen 
Besprechung der Biokolloidflockung mit Alkaloidsalzen erst in der 
III. Mitteilung die Rede sein. 


Einleitend seien einige orientierende Versuche an einem alkohol- 
léslichen Sojabohnenphosphatid wiedergegeben, die den Zweck haben 
sollen, festzustellen, ob Alkaloidkationen tatsichlich umzuladen ver- 
mégen und ob beziiglich der Rolle der Anionen (Umladung mit Alkaloid- 
chloriden, -nitraten bzw. -sulfaten) und dem Verhalten von Salz- 
gemischen (Additivitaét bzw. Antagonismus) in Mischungen von Alkaloid- 
salz + anorganischem Salz) sich analoge Beobachtungen wie bei der 
Umladung negativer Biokolloide mit anorganischen Salzen anstellen 
lassen. 


1 H.G. Bungenberg de Jong u. P. H. Teunissen, Kolloidbeih. 47, 254, 
1938 und P. H. Teunissen uu. H.G. Bungenberg de Jong, Kolloidbeih. dem- 
nachst erscheinend. 
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2. Umladung eines alkoholléslichen Sojabohnenphosphatids mit Chloriden, 
Nitraten und Sulfaten einiger Alkaloide. 
a) Solbereitung. 


Das Ausgangsmaterial: Planticin, alkoholléslich, 90 bis 95 % von Riedel- 
de Haen, wurde durch wiederholte Acetonfallung der atherischen Lésung 
gereinigt, eine etwa 5° ige alkoholische Lésung durch Einspritzen in das 
vierfache Volumen Wasser eingetragen und das so erhaltene Sol durch 
Dialyse (Sterndialysator, kontinuierlich wahrend 5 Tagen bei 6°C) vom 
Alkohol befreit. Das dialysierte Sol wurde wahrend der laufenden Unter- 
suchungen im Elisschrank vorratig gehalten. Wie die Trockengewichts- 
bestimmung ergab, enthielt das Sol 0,85°, Trockensubstanz. 


b) Methodik, 


Zur Bestimmung der Umladungskonzentrationen wurde die Elektro- 
phoresegeschwindigkeit von SiQ,-Teilchen, die in den Sol-Alkaloid- 
salzgemischen suspendiert waren, bei verschiedenen Alkaloidsalzkonzen- 
trationen mit Hilfe einer an anderer Stelle ausfiihrlicher beschriebenen 
Kiivette gemessen!. Falls nicht anders mitgeteilt, hatten im Verlauf 
der vorliegenden Arbeit die Gemische stets die folgende Zusammen- 
setzung: x cem Alkaloidsalzlésung + (43 — a2) cem dest. Wasser + 2 ccm 
SiO,-Suspension* + 5 cem Sol. 


Die auf '/, Kiivettenhéhe und auf 100 Volt Klemmenspannung 
umgerechneten Elektrophoresegeschwindigkeiten wurden in willkiir- 
lichen, sich direkt aus den Messungen ergebenden Werten (2000/t) 
als Ordinaten gegeniiber den Logarithmen der Alkaloidsalzendkonzen- 
trationen (in Aquivalenten pro Liter) dargestellt. Die gesuchte Um- 
ladungskonzentration wird nunmehr durch graphische Interpolation 
ermittelt. 

c) Ergebnisse. : 

Abb. 1 gibt die Interpolationskurven fiir die Bestimmung der 
Umladungskonzentrationen einiger Alkaloidsalze mit einwertigem 
Kation (Chinin-, Strychnin-, Novocain-, Guanidin- und Spartein- 


' Einzelheiten beziiglich der Apparatur, Methodik der Messung und 
Verwertung des Zahlenmaterials (mit Hilfe reziproker Zeitwerte), sowie der 
Interpolation des Umladungspunktes unter Verwendung einer willkiirlich 
gewahlten Einheit fiir die Elektrophoresegeschwindigkeit vergleiche aus- 
fiihrlicher bei H.G. Bungenberg de Jong u. P.H. Teunissen, Kolloidbeih. 


47, 254, 1938. — * Beziiglich der Verwendung von SiO, und ahnlichen 
Substanzen als ,,elektrophoretische Indikatoren‘‘ vgl. die in Note 1 ge- 
nannte Arbeit. Herstellung der verwendeten SiO,-Suspension: 5g SiO, 


werden in einem Erlenmeyer von 200cem mit 100cem dest. Wasser nach 
kraftigem Schiitteln ruhig stehengelassen. Nach 20 Minuten wird die 
obenstehende, feinere Teilehen enthaltende milchige Fliissigkeit von der 
sedimentierten Schicht gréberer Fraktionen abgegossen und diese Suspen- 
sion vor Verwendung zu den Versuchen jeweils durchgeschiittelt. 
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salze!), sowie einiger anorganischer Salze wieder. Die Abb. 2 und 3 be- 
ziehen sich analog auf die Umladung mit einigen Guanidin., Spartein- 
und Mg-Salzen. 
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1 Kine Sparteinchloridlésung bekannter Starke wurde aus einer Lésung 
von Sparteinsulfat mit einer aquivalenten Menge BaCl, und Filtrieren des 
abgeschiedenen BaSO, hergestellt. 











74 H. G. Bungenberg de Jong u. J. G. Wakkie: 


Die sich durch Interpolation ergebenden Umladungskonzentra- 
tionen sind in Tabelle I zusammengestellt. 


Tabelle I. Logarithmen der Um- 






































gsi ladungskonzentrationeneiniger 
| Sparteinsalze Alkaloid- bzw. anorganischer 
Salze. 
P SZ thlorid J Sultat oe 
-chlorid | -nitrat -sulfat 
<a / / Chinin- 0,22—3 0,20—3 
Chinidin- a _ 10,38—3 
Strychnin- | 0,22—2 0,24—2 0,27—2 
U Spartein- 0,26—1 — 0,88—1 
“i | J Novocain- 0,36—1 — — 
100\- Guanidin- 0,74—1 0,79—1 | 0,52 
Calcium- 0,84—2 
Magnesium- 0,04—1 — 0,66—1 
i Natrium- 0,40 ‘ 
Vv | 
| | Aus Tabelle I und Abb. 1 geht 
| | hervor, daB Alkaloidsalze bei unter 
LO Te 27 050-1 ? @50 Sich sehr verschiedenen Konzen- 
logo —= trationen umladen. Bei Betrachtung 
Abb. 3. beispielsweise der Chloride zeigt sich, 


daB Chininchlorid bei etwa 300 mal 
kleineren Konzentrationen bereits amlidt als Guanidinchlorid. Im 
Falle der Sulfate ist dieser Unterschied zwischen der Chinin- und 
Guanidinverbindung mit dem etwa 2000fachen Wert noch weit be- 
trichtlicher, was auf den spater noch zu besprechenden starker ent- 
gegenwirkenden Einflu8 des zweiwertigen SO,-Ions zuriickzufiihren ist. 
Auf die Reihenfolge der Umladungskonzentrationen scheint, unseren 
bisherigen Untersuchungen zufolge, das Anion keinen Einflu8 aus- 
zuiiben. Die zwei Angaben fiir die Nitrate und die drei beziiglich der 
Sulfate weisen auf die gleiche Reihenfolge wie bei den Chloriden hin: 


Chinin < Strychnin < Novocain < Guanidin. 


Wahrend die hier untersuchten Chloride einwertiger Alkaloid- 
kationen alle bei niedrigerer Konzentration umladen als Natrium- 
chlorid mit gleichfalls einwertigem Kation, zeigen die Beispiele der 
Spartein-, Calcium- und Magnesiumsalze, daB die Alkaloidsalze keines- 
wegs immer bei niedrigeren Konzentrationen als die entsprechenden 
Salze gleichvalenter (hier bivalenter) anorganischer Kationen um- 
zuladen brauchen. 

Wir wollen uns erst in der II. Mitteilung mit den Reihenfolgen 
gleichvalenter Alkaloidkationen, auch bei anderen Biokolloiden naher 
befassen. 
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d) Der EinfluB des Anions auf die Umladung. 


In Abb. 4 sind auf den drei iibereinander gelagerten horizontalen 
Niveaus die Logarithmen der Umladungskonzentrationen der unter- 
suchten Nitrate, Chloride und Sulfate angegeben. Der Abbildung ist 
zu entnehmen, daB nur dann jeweils Unterschiede beziiglich der Um- 
ladung auftreten, wenn die Umladungskonzentrationen nicht sehr 
gering sind. Wir stellen fest, daB diese Unterschiede zwischen Chlorid 
und Nitrat erheblich geringer als zwischen Chlorid und Sulfat sind. 
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Abb. 4. 


Dieser Unterschied tritt bei den sehr geringen Umladungskonzentrationen 
der Chininsalze noch nicht in Erscheinung, bei den héheren der Strychnin- 
salze ladt das Sulfat bereits deutlich schwerer um als das Chlorid und 
das Nitrat und erst bei den noch héheren Umladungskonzentrationen 
der Guanidinsalze ergibt sich ausgesprochen, beziiglich der Umladungs- 
konzentrationen von links nach rechts zunehmend, folgende Anerdnung : 
Cl>NO < 

as , yang Satay 2 ¢ 

Dem erheblichen Unterschied zwischen Chlorid und Sulfat begegnen 

wir gleichfalls bei den Sparteinsalzen. Die Frage, ob sich diesbeziiglich 
die Alkaloidsalze anders wie die anorganischen Salze verhalten, mu’ 
auf Grund friiherer Ergebnisse (vygl. Tabelle II) verneinend beantwortet 


werden. So haben wir an einem Eilecithinsol die Verhaltnisse der Um- 


Tabelle II. Logarithmen der Umladungskonzentrationen einiger 
anorganischer Salze. 








Kolloidsubstanz Bn " log Kolloidsubstanz Pin ony " log € 
CaCl, 10,19 —2 Eilecithin MnCl, — 
| | Ca (N Os); |0,21—2 i Mn(NOs;), — 
Eilecithin Ca Bry 0,30—2 
| CaJ, (0,39 -2| Sojabohnenphospha-| NaCl 0,40 
Ca(CNS), 0,62—2] tid, alkoholléslich | NaNO; 0,68 
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ladung mit verschiedenen Ca-Salzen untersucht und festgestellt, daB 
zwischen Chlorid und Nitrat praktisch kein Unterschied besteht, wihrend 
Bromid, Jodid und insbesondere Rhodanid bei betrachtlich héheren 
Konzentrationen umladen (vgl. Tabelle II). MnCl, und Mn(NQ,), 
laden praktisch bei denselben Konzentrationen um!. Im Gegensatz 
hierzu zeigt sich bei Sojabohnenlecithinsol zwischen NaCl und 
Na N Og, die bei etwas 100mal héheren Konzentrationen als die Ca-Salze 
umladen, ein starker Unterschied?. Da uns beziiglich des Unterschiedes 
zwischen Cl’ und SO; keine Angaben zur Verfiigung standen, haben 
wir in der vorliegenden Arbeit auch MgCl, und MgSO, untersucht. 
Auch hier zeigte sich, daB das Sulfat bei weit hGheren Konzentrationen 
umladt wie das Chlorid. Dieses Beispiel ist tibrigens mit dem der 
Sparteinsalze véllig vergleichbar, da ungefahr in der gleichen GréBen- 
ordnung der Konzentrationen die Umladung erfolgt und auBerdem 
sowohl das anorganische als auch das Alkaloidion in beiden Fallen 
bivalent ist (vgl. Abb. 2 und 3). 

Diese Ergebnisse sind fiir die Methodik weiterer Untersuchungen 
iiber die Reihenfolge der Umladung mit Alkaloidsalzen insofern von 
Bedeutung, als daraus folgt, daB streng genommen nur die Chloride 
bzw. die Nitrate oder die Sulfate jeweils unter sich verglichen werden 
diirfen. Eventuell ist noch ein Vergleich der Chloride mit den Nitraten 
zulassig, falls die Umladungskonzentrationen nicht zu hoch liegen. 
ir6Bere Vorsicht ist beziiglich eines’ Vergleiches der Sulfate mit den 
Chloriden oder Nitraten geboten; dieser darf nur fiir den Fall sehr 
niedriger Umladungskonzentrationen stattfinden. Wiirde man _hin- 
gegen Sparteinsulfat mit Guanidinchlorid vergleichen, so ergabe sich: 
Guanidin < Spartein, waihrend bei Vergleich sowohl der Nitrate wie 
der Chloride unter sich die Reihenfolge: Spartein < Guanidin auftritt. 

Auf die theoretische Bedeutung des Einftusses des Anions wird 
in dem folgenden Abschnitt naiher eingegangen werden. 


3. Umladung des alkoholléslichen Sojabohnenphosphatids mit Gemischen 
von Alkaloid- und anorganischen Salzen. 


Die Ergebnisse des vorangehenden Abschnittes sind am_ besten 
mit der Annahme zu deuten, daB das Anion der Umladung des Bio- 
kolloides durch das anorganische Ion bzw. Alkaloidkation entgegenwirkt. 
Diese entgegengesetzte Wirkung, die um so starker anzunehmen ist, je 
héher die Konzentration des Anions ist, muB, falls die Umladungskonzen- 
tration gering ist, nurschwach sein und steigt mit der Zunahme derselben. 
Damit wird auch die viel kraftigere Gegenwirkung des zweiwertigen 


1 P. H. Teunissen u. H. G. Bungenberg de Jong, Kolloidbeih., dem- 
nachst erscheinend. — *® H.G. Bungenberg de Jong, H.L. Booy u. J.G. 
Wakkie, ebenda 44, 254, 1936. 
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Sulfations den einwertigen Chlor- bzw. Nitrationen gegeniiber verstand- 
lich, da wir diesen EinfluB der Anionenvalenz auf die Umladung durch 
Gemische anorganischer Salze aus friiheren Versuchen kennen und eine 
diesbeziigliche Erklarung bereits diskutierten'. 

Die Ergebnisse der oben 
zitierten Arbeiten sind kurz fol- 
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nig voneinander verschieden sind, 
tritt in Gemischen Additivitat 
oder eine nur geringe positive 
Abweichung von derselben auf. ™ 
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b) Mit dem steigenden Wert 


des Quotienten? der Umladungs- | ag Ek ha 
é ; ; aN 
konzentrationen der beiden Salze g 
nehmen die positiven Abwei- €& s 
weeiaae 7 came 
chungen der Additivitat zu und & 


im Falle der Salzkombinationen 
der Typen n — 1/1 —1 kommt 7% 
ein Antagonismus? erst dann zu- 
stande, wenn der Zahlenwert des w 
obengenannten Quotienten etwa 
10 oder mehr betragt. 


Fiir die theoretische Deu- 
tung dieser Befunde verweisen 
wir auf die zitierten Arbeiten 0 
und begniigen uns hier allein mit 
dem Hinweis, daB der z. B. bei Abb. 5. 
Phosphatiden sehr ausgepragte 
Antagonismus zwischen CaCl, und NaCl in der Tat nicht auf einem 
Antagonismus der Kationen Ca und Na beruht, sondern auf einem 
solchen zwischen dem Kation und dem Anion bestehenden. Dies geht 
auch bereits daraus hervor, daB der Antagonismus zwischen CaCl, und 


























1 H.G. Bungenberg de Jong, J. van der Meer u. L.G. M. Baas Becking, 
Kolloidbeih. 42, 384, 1935; H.G. Bungenberg de Jong u. H. L. Booy, Proto- 
plasma 24, 319, 1935; H. G. Bungenberg de Jong, H. L. Booy u. J. G. Wakkie, 
Kolloidbeih, 44, 254, 1936. —- ? Umladungskonzentration des schwieriger 
umladenden Salzes, geteilt durch die des leichter umladenden Salzes. — 
3 Unter Antagonismus wird hier die Erscheinung verstanden, daB die 
Konzentration des am leichtesten umladenden Salzes bei Hinzufiigen einer 
geringen Menge des schwieriger umladenden Salzes in absolutem Sinn 
erhéht wird. 
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den Na-Salzen mit der Valenz des das Na-Ion begleitenden Anions 
stark zunimmt. 


Da die Ergebnisse des vorangehenden Abschnittes bereits deutlich 
auf eine Gegenwirkung des das Anion begleitenden Alkaloidkations 
hinweisen, war zu erwarten, da in Gemischen von Alkaloidsalz 
+ anorganischem Salz analoge Verhaltnisse wie fiir die anorganischen 
Salze bestehen wiirden. Beziiglich der Methodik verweisen wir auf 
die zitierten Arbeiten. Die Ergebnisse der Umladung in Gemischen 
von NaCl mit Chinin-, Strychninchlorid und Novocain sind den folgenden 
Tabellen III, IV und V zu entnehmen: 





Tabelle JIl. Umladung in Gemischen von Novoecain + NaCl. 
Novacain NaCl Novocain NaCl 
Millidiquiv. Milliiiquiv. 9/9 9% 
224 0 100 0 z 
282 400 126 16,3 _ 7400 _ i09 
130 1250 58 51 224 ; 
0 2450 eed 100 


Tabelle IV. Umladung in Gemischen von Strychninechlorid + NaCl. 








Strychninchlorid NaCl Strychninchlorid NaCl 
Milliiquiv. Milliiiquiv. 9/9 %l9 
17 0 100 0 2450 
28,2 100 166 4,1 Q= + filles 144 
0 2450 0 100 , 
Tabelle V. Umladung in Gemischen von Chininchlorid + NaCl. 
~ Chininehlorid Nacl Chininchlorid NaCl 
Milliaquiv. Milliiiquiv. fg Slo 
1,66 0 100 0 
3,72 100 224 4,1 246 
4,47 200 269 8,2 2400 1471 
5,76 600 346 24,5 a: ggg ae 
3,55 1500 214 61,2 
0 2450 0 100 


Die Tabellen geben die Ergebnisse beziiglich der Umladung in 
Gemischen von NaCl mit Chinin-, Strychninchlorid und Novocain 
wieder. Die Angaben der dritten und vierten Spalten sind in Abb. 5 
eingetragen. Wie ersichtlich ist, nehmen die Abweichungen der Additivitat 
mit steigendem Wert des Quotienten Q zu. Wegen der beschrainkten 
Léslichkeit des Strychninsalzes konnte leider nur ein Teil der von links 
an ansteigenden Antagonismenkurve verfolgt werden. Die erhaltenen 
Ergebnisse schlieBen sich véllig jenen an, die friiher mit Gemischen 
anorganischer Salze der Typen (n — 1)/1 — 1 bei Phosphatiden erhalten 
wurden. 
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In den Tabellen VI, VII und VIII werden einige Falle der Kom- 
bination Alkaloidsalz + CaCl, mitgeteilt und die Ergebnisse in Abb. 6 
und 7 wiedergegeben. 


Tabelle VI. Umladungin Gemischen von Strychninchlorid + CaCl. 





Strychninchlorid 
Milliiquiv. 


CaCl, Strychninchlorid CaCl, 
Milliiquiv. Ofy %9 
17 0 
12,6 20 74 29 

7 42 41 61 
0 69 0 100 


Tabelle VII. 


100 0 
69 


ag = 4 


Umladung in Gemischen von Chininehlorid CaCl,. 





Chininchlorid 
Millifiiquiv. 


CaCl, Chininchlorid CaCl, 
Milliiiquiv. Of aT 
1,66 0 
1,58 8 
1,51 16 91 23,2 
0,87 40 52,4 58 
0 69 0 100 


Tabelle VIIT. Gemischen von CaCl, + Novoeain. 


100 0 
95 11,6 69 

— == 41,6 
1,66 


? = 


Umladung in 





CaCl, 
Milliiquiv. 


Novocain 
Milliiquiv. 


CaCl, Novocain 


69 0 
38 100 
0 224 


224 


69 


0 
44,6 
100 


Q= =: 3,25 

Obwohl es auch hier zutrifft, daB die positiven Abweichungen 
von der Additivitét mit steigendem Wert von Q zunehmen, sind diese 
doch geringer wie in den vorerwahnten Fallen, da bei Cberschreiten 
von Q iiber den Wert von 10 hinaus ein Antagonismus noch nicht auf- 
tritt (vgl. die Kombination Strychninchlorid + CaCl, mit Q = 41,6). 
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Abb. 6, Abb. 7. 
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Dieser Unterschied ist auf Grund der friiher gegebenen Erklarung 
fiir die Erscheinung des Antagonismus jedoch nicht unerwartet. Dem. 
nach handelt es sich um eine Aktivitatsabnahme des leichter umladenden 
Kations durch das Anion, das das schwieriger umladende Kation be- 
gleitet. Wo nun das AusmaB, in dem diese Inaktivierung zustande 
kommen kann, nicht nur von dem Zahlenwert Q, sondern auch noch 
von der GréBenordnung der héchst auftretenden Konzentrationen 
abhangig sein wird, ist es begreiflich, wenn fiir den chininchlorid- 
entsprechenden Wert (41,6) in Abb. 5 weit stairkere Abweichungen 
der Additivitét auftreten als in der Kombination der Abb. 6. In Abb. 5 
handelt es sich ja um Kombinationen mit NaCl, das erst bei etwa 2 n 
umladt, wahrend in der Abb. 6 das schwieriger umladende Salz (CaCl,) 
dies bei weit geringeren Konzentrationen bewirkt. 


Zusammenfassung. 


1. Es wurden die Umladungswerte des alkoholléslichen Sojabohnen- 
phosphatides mit einigen Alkaloidsalzen ermittelt und gefunden, dab 
beziiglich derselben sehr groBe Unterschiede der einwertigen Alkaloid- 
kationen unter sich auftreten. 

2. Die Alkaloidchloride ordnen sich beziiglich steigender Umladungs- 
konzentrationen in der Reihenfolge: 

Chinin < Strychnin < Novocain ~- Guanidin 
an. Soweit untersucht, gilt die gleiche Reihenfolge auch fiir die Nitrate 
und Sulfate. 

3. Falls die Umladungskonzentration gering bzw. sehr gering ist, 
wird fiir das Chlorid und Nitrat praktisch die gleiche Umladungs- 
konzentration gefunden. Ist diese héher, so lidt das Nitrat etwas 
schwieriger um als das Chlorid. Analoges gilt fiir das Sulfat und das 
Chlorid ; hier tritt der Unterschied jedoch bei kleineren Umladungskonzen- 
trationen bereits zutage und erreicht bei héheren Umladungskonzen- 
trationen groBe Werte. Diese Befunde entsprechen dem beobachteten 
Verhalten anorganischer Salze [CaCl, und Ca(NO,),; NaCl und NaNO,; 
MgCl, und MgSQ,]. 

4. In Gemischen von Alkaloidchloriden und NaCl tritt beziiglich 
der Umladung ein Antagonismus auf, falls der Quotient der Umladungs- 
konzentrationen ‘von NaCl und Alkaloidchlorid gréBer als 10 ist, und 
zwar ist der Antagonismus um so betrachtlicher, je hGher der Zahlenwert 
dieses Quotienten ist. Dieser Befund entspricht véllig dem Verhalten 
der Umladungskonzentration in Gemischen anorganischer Neutralsalze 
der Typen n — 1 mit 1 — 1. 

5. In Gemischen von Alkaloidsalzen mit CaCl, treten gleichfalls 
Abweichungen des additiven Verhaltens auf; selbst bei einem Wert 
des obengenannten Quotienten von 40 tritt noch kein Antagonismus 
auf, Eine Erklarung hierfiir wurde gegeben. 
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Vereinfachte photometrische Methoden zur Bestimmung 
des Blutbilirubins. 
Von 
L. Jendrassik und P. Gréf. 


(Aus der Medizinischen Klinik und aus dem Physiologischen Institut der 
kénigl. Erzsébet-Universitat, Pées, Ungarn.) 


(Eingegangen am 28, Marz 1938.) 


Vor einiger Zeit hat der eine von uns eine photometrische Methode 
der Blutbilirubinbestimmung mitgeteilt [Jendrassik und Cleghorn (1)}, 
welche die bisher tblichen kolorimetrischen und photometrischen 
Methoden an Genauigkeit und Einfachheit wesentlich iibertrifft. Diese 
Verbesserung der Methode wurde hauptsichlich durch Vermeidung der 
EiweiBfallung erreicht. Das Serum wird unmittelbar mit dem Diazo- 
reagens behandelt und die durch Adsorption des Bilirubins und seines 
Azofarbstoffes verursachten Verluste fallen so weg. 

Es sind allerdings am Pulfrichschen Stufenphotometer zwei Ab- 
lesungen vorzunehmen, im Griinlicht (Filter S53) und im Violettlicht 
(S43), und von der Violettextinktion muB noch ein Korrekturwert 
abgezogen werden, dessen GréBe man von Zeit zu Zeit experimentell 
nachzupriifen hat. Ein weiterer Nachteil ist auch die Verwendung 
einer Kontrollésung, weil dadurch zu einer Bestimmung eine gréBere 
Serummenge notwendig ist. 

Andererseits ist es ein Vorteil dieser ,,Zweifarbenmethode’, daB 
damit (in Fallen von niedrigem und indirekt reagierendem Blutbilirubin) 
auch die Menge der phenolartigen Verbindungen im Blutserum be- 
stimmt werden kann, wie dies der eine von uns (Jendrassik) in Gemein- 
schaft mit M. Rébay-Szabé vor kurzem zeigte (2). In den Fallen aber, 
wo die Bestimmung dieser ,,braunen Diazoreaktion** unnétig oder 
undurehfiihrbar ist, z. B. bei direkt-positivem bzw. erhéhtem Blut- 
bilirubin, waren einfachere Formen der Ausfiihrung mit womédglich 
einmaliger Ablesung von Vorteil. 

Im folgenden beschreiben wir eine vereinfachte Bestimmung: 
1. Eine Vereinfachung der bisherigen Methode und 2. eine neue Methode, 
bei der auch die Kontrollésung entbehrt werden kann. 


I. Vereinfachte Ausfiihrung der Methode Jendrassik-Cleghorn. 


Fiihrt man die Bestimmung nach der Originalvorschrift aus, 
bestimmt aber nur die Griinextinktion mit Filter S53, so ist damit 
die Bilirubinkonzentration fast immer mit geniigender Genauigkeit 
bestimmbar. 
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Die Ablesung im Violett war bei der Originalmethode nétig, um 
die obenerwahnten braunen Azofarbstoffe bei der Bestimmung aus- 
schalten zu kénnen. Erst hierdurch konnten mit der Methode in allen 
pathologischen Fallen genaue Werte erhalten werden. Die Bestimmung 
der ,,braunen Diazoreaktionen“ in zahlreichen Untersuchungen zeigte 
uns aber, dai der EinfluB dieser Farbstoffe bei Filter S 53 in den meisten 
Fallen nur gering und innerhalb enger Grenzen konstant ist. Die Werte 
der Extinktionskoeffizienten (£*) liegen etwa zwischen 0,001 und 0,013 
(im Mittel: 0,008), was 0,007 bis 0,09 m-°%,! (durchschnittlich 0,05 m-°,) 
Bilirubin entsprechen wiirde. Die normale Schwankung betragt, als 
Bilirubin berechnet, daher nur -+- 0,04 m-°, was einen nur unwesent- 
lichen Fehler bedeutet. Aber auch in Fallen mit sehr starker brauner 
Diazoreaktion ist der Fehler fiir die Beurteilung des Bilirubinwertes 
nicht erheblich. Ein sehr hoher Z-Wert, z. B. 50, welcher im Violett 
(S43) einen Extinktionskoeffizienten (Z#) = 0,50, im Griinlicht 
ES = 0,10 gibt, entspricht nur 0,65m-°% Bilirubin (vgl. unten). 
Da aber in solchen Fallen die wahre Bilirubinkonzentration des Serums 
regelmaBig erniedrigt ist, liegt auch der durch den Fehler erhéhte Wert 
noch unterhalb der oberen Normalgrenze (1,2 m-°%,), tauscht also 
keine pathologische Hyperbilirubiniémie vor. Es ist auBerdem gar nicht 
schwer, diese Fille schon so zu erkennen, da der Farbton der Lésung 
statt rein rosa braunlich-gelb erscheint. Ist dies der Fall, dann arbeitet 
man nach der urspriinglichen Vorschrift und miBt auch die Violett- 
extinktion usw. In allen anderen Fallen geniigt es, die Griinextinktion 
zu ermitteln (Ee), woraus die Bilirubinkonzentration in Milliprozenten 
nach der folgenden Formel zu berechnen ist: 


c = 6,32 £** — 0,05. 


Der Faktor 6,48 entspricht dem reziproken Wert von y, = 0,1577, 
welcher in der friiheren Mitteilung (1) abgeleitet und erklart wurde. 


Erwahnt sei eine zweckmaBige Zusammensetzung des Reaktions- 
gemisches. Es ist vorteilhaft, die ,,Coffeinmischung“ in einer Verdiinnung 
von |: 1,5 oder 1: 2 vorratig zu halten. So verdiinnt ist sie ohne Ausschei- 
dung von Coffein haltbar, und es eriibrigt sich auch ein Zufiigen von Wasser. 
Es werden also die folgenden zwei Mischungen hergestellt: 


1. (Hauptprobe) leem Serum + 3,5 cem verdiinnte Coffeinmischung 
+ 0,5 ceem Diazo. 

2. (Kontrolle) leem Serum + 3,5cem verdiinnte Coffeinmischung 

0,5 cem Wasser. 

Hat man zu wenig Serum, so stelle man mit den halben Mengen dieselben 
Reaktionsmischungen her, und gibt dabei alles unmittelbar in die trockenen 
StuphogeféBe. So geniigt insgesamt 1,0ccm Serum. Steht noch weniger 

1 Wir empfehlen und gebrauchen die Bezeichnung _,,Milliprozent“ 
= m-°/, (= mp) an Stelle des Ausdrucks Milligrammprozent (mg-°/,). 
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Serum zur Verfiigung, so kann man im voraus mit physiologischer Koch. 
salzlésung 1: 2 verdiinnen, oder aber man verwendet nur je 0,25 ecm un- 
verdiinntes Serum, wodurch die gesamte nétige Serummenge auf 0,5 cem 
herabgedriickt wird. 


II. Die Laugenmethode. 


Prinzip. Nachdem das Serumbilirubin mit Hilfe der Coffein- 
mischung und diazotierten Sulfanilséure in den Azofarbstoff umgewandelt 
ist, wird letzterer durch starke Lauge in eine blaue Modifikation iiber- 
gefiihrt und deren Lichtabsorption mit Filter S 61 des Pulfrich-Photo- 
meters gemessen. Die Herstellung einer Kontrollésung ist nur, wenn 
groBe Genauigkeit erforderlich ist, nétig, da alle anderen Farbstoffe 
des Serums bei Verwendung des Filters S61 fast wirkungslos bleiben. 


Reagenzien. 
1. Coffeinmischung |: 2 verdiinnt. 1 Volumen */, gesattigte Natrium- 
acetatlésung + 1 Volumen Coffein-Natriumbenzoatlésung (20g Coffein, 


Schering-Kahlbaum + 30g Natriumbenzoat, D. A. B. 6 + 70 cem Wasser, 
unter gelindem Erwiarmen gelést) + 2 Volumen Wasser. 

Einfachere Herstellung: 20g Coffein + 30g Na-Benzoat + 50g 
Na-Acetat + Wasser auf 400 ccm. 

2. Diazomischung, wie tiblich (10 cem Diazolésung I + 0,25 eem 
= 6 Tropfen Diazolésung I1). Diazolésung I = 5 g Sulfanilsiure + 15 cem 
konz. HCl + Wasser auf 1000 cem. Diazolésung Il = 0,5% NaNO,. 

3. Fehling I1-Lésung: 10 g NaOH + 35g Kalium-Natriumtartrat 


(Seignettesalz) + 100 cem Wasser. 

Ausfiihrung. A. Ohne Kontrollésung. Es wird dem Patienten im 
niichternen Zustand entnommenes, klares Serum verwandt. 1 ccm 
Serum + 2 ccm verdiinnte Coffeinmischung (gut vermischen!) 4- 0,5 cem 
Diazolésung und nach 10 Minuten + 1,5cem Fehling I1-Lésung. 
Man mit sofort den Extinktionskoeffizienten bei 1 cm Schichtdicke 
(Kontrolle: Wasser) mit Filter 8 61 (E%). Hieraus ergibt sich die 
Bilirubinkonzentration in Milliprozenten (c) nach der Gleichung: 


c = 5,32 (E™ — 0,03). 


B. Mit Vergleichslésung. Diese Methode ist vor allem dann nétig, 
wenn das Serum nicht ganz klar ist. Hierbei wird das Reaktions- 
gemisch wie unter A beschrieben hergestellt, daneben aber eine Kontroll- 
lésung folgender Zusammensetzung verwandt: 1 cem Serum + 2 ccm 
verdiinnter Coffeinmischung + 0,5 cem Wasser + 1,5 cem Fehling IL. — 
Die Messung erfolgt wie zuerst. Berechnung: 


c = 5,35 (£% — 0,005). 


Steht nur wenig Serum zur Verfiigung, so verfahrt man so, wie schon 
bei Verfahren I beschrieben. Da man in solchen Fallen ohne Kontrolle 
arbeitet, geniigen schon 0,25 ccm Serum auch bei niedrigerem Bilirubin- 
gehalt zur genauen Bestimmung. Seren mit erhéhtem Bilirubingehalt 


6* 
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verdiinnt man im voraus, damit die Ablesung im Stufenphotometer unter 
5m-% bleibt. Die benétigte Serummenge ist dann noch viel geringer. 
Bezeichnet man mit v den Grad der Verdiinnung (z. B. beim Verdiinnen 1 : 4 
ist v = 4), so ist die Bilirubinkonzentration: 

A. ohne Kontrolle: ¢ = 5,32 v (E%! — 0,005) — 0,13, 

B. mit Kontrolle: ¢ = 5,35 v (Z%! — 0,005). 


Erklirung und Begriindung der Methode. 


Das Verfahren bedeutet eine weitere Vereinfachung der Bilirubin- 
bestimmung. Es griindet sich in erster Linie darauf, daB das Azo- 
bilirubin bei stark alkalischer Reaktion quantitativ in eine blaue Modi- 
fikation tibergeht und in dieser Form genau bestimmt werden kann. 
Die richtige Erkenntnis dieser Verhaltnisse wurde bisher dadurch 
erschwert, daB auf Zusatz von Lauge meistens keine blauen, sondern 
griinliche, sogar gelbliche Farbténe auftreten. Diese Erscheinung 
wurde bereits von mehreren Autoren untersucht, ohne daB ihre richtige 
Erklarung gefunden werden konnte ([vgl. Krupski und Almdsy (3)]. 
Wir fanden, da8 die griinen und-die gelben Farbt6éne durch das Auf- 
treten eines gelben Farbstoffes, welcher auf Zusatz von Lauge schon 
im Reagensgemisch (Diazo +- Coffeinmischung) entsteht, bedingt 
werden. Der Farbstoff besitzt Indikatoreigenschaften, und ist in dieser 
Hinsicht den Nitrophenolen ahnlich. Er ist in saurer Lésung farblos, 
bei neutraler Reaktion schwach, ith alkalischen stark gelb gefarbt. 
Der s-Wert, welcher bei der Neutralmethode Jendrassik-Cleghorn von 
der Viclettextinktion abzuziehen ist, wird durch die Anwesenheit 
dieses Stoffes bedingt. Der Farbstoff entsteht in umso gréBerer Menge, 
je héher der Nitritgehalt der Diazomischung ist und je langer diese 
vor dem Laugenzusatz mit der Katalysatorlésung vermischt war. 
Er entsteht auch dann, wenn man statt einer Coffeinmischung Alkohol 
verwendet. Die chemische Natur dieser Substanz mu noch durch 
weitere Untersuchungen aufgeklart werden. Da ihre Bildung immer 
mit der Anwesenheit von azobilirubinbildenden katalysatorartigen 
Substanzen verbunden zu sein scheint, kénnte ihre Identifizierung auch 
ein Schliissel zur Erklirung dieser kuppelnden Wirkungen sein. 


Die im diazotierten Blutserum auf Laugezusatz entstehenden Farb- 
stoffe kénnen so erklart werden: Ist der Bilirubingehalt hoch, so tiber- 
wiegt die blaue Farbe, ist er verschwindend niedrig, so wird das Gemisch 
nach Alkalizusatz gelb. Bei mittleren Konzentrationen entstehen griine 
Mischfarben. Diese werden also nicht durch eine einheitliche Substanz 
bedingt und zeigen auch im Rot keine Absorption. Es sei noch bemerkt, 
daB in einigen seltenen Fillen (Urimie usw.) die Farbe braunlichrot 
wird. Dies beruht auf einem hohen Gehalt an Phenolen, wobei die 
,braune Diazoreaktion’: (vgl. 2) starker hervortritt. Die braunen 
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Azofarbstoffe werden in alkalischer Lésung rot und machen das Reak- 
tionsgemisch dadurch rotlich. 


Das bei alkalischer Reaktion blaue Azobilirubin absorbiert be- 
sonders stark die orangeroten und gelben Lichtstrahlen. Dieser Umstand 
ist fiir eine Vereinfachung der Bestimmung besonders giinstig, weil alle 
anderen Farbstoffe, neben denen das Bilirubin zu bestimmen ist, das 
Licht dieser Wellenlangen fast gar nicht absorbieren. Wie eine nahere 
Priifung zeigte, geben sowohl die Lipochrome des Serums, als auch 
Hamoglobinspuren oder der obenerwaihnte, in den Reagenzien ent- 
stehende gelbe Azofarbstoff nur ganz niedrige Extinktionswerte, die 
als konstanter Korrekturwert abgezogen werden kénnen. Kleine 
Triibungen des Serums verschwinden bei Zusatz der Fehling-Lauge 
meistens vollstandig. 


Bei der Ausarbeitung der Methode muBte zunachst das Absorptions- 
verhaltnis des blauen Bilirubinazofarbstoffes ermittelt werden. Dazu 
benutzten wir ein reines Bilirubinpraparat, das wir Herrn Prof. 
reh.-Rat H. Fischer (Miinchen) verdanken. Es wurde in derselben 
Weise gelést, wie wir es bei der Ausarbeitung der friiheren Methoden 
angegeben haben (1) (4), und nach der oben beschriebenen Methode 


weiter behandelt. 

Die Extinktion wurde in dem folgenden Reaktionsgemisch gemessen : 
1 Volumen Bilirubin in n/100 NaOH + 2 Volumen verdiinnte Coffein- 
mischung + 0,5 Volumen Diazomischung (nach 10 bis 15 Minuten) 
+1,5 Volumen Fehling II. Die Absorption ist bei den Filtern 8 6l.und S 57 
am starksten und ungefihr gleich hoch. Mit den Filtern S 75 und S§ 72 ist 
der Extinktionskoeffizient nahezu Null. In Richtung kiirzerer Wellenlangen 
nimmt die Extinktion allmaéhlich ab. Die Verwendung des Filters 8S 61 
ist vorteilhafter, weil der Einflu8 der iibrigen Serumfarbstoffe hier be- 
deutend kleiner, etwa nur halb so groB ist, wie mit S 57. So ist auch der 
durch die verschiedene Konzentration dieser Serumfarbstoffe bedingte 
Fehler (ohne Kontrolle) bei Verwendung von 8 61 nur halb so groB. 

Um den Extinktionswert, welcher dem _ Bilirubinazofarbstoff 
selbst entspricht, richtig bestimmen zu kénnen, muB auch der Einflub 
des in den Reagenzien entstehenden gelben Farbstoffes beriicksichtigt 
werden. Dies geschah bei einem Teile der Messungen durch Verwendung 
einer Kontrollésung (1 Volumen Wasser + 2 Volumen 1 : 2 verdiinnte 
Coffeinmischung +!/, Volumen Diazomischung + 1,5 Volumen Fehling LI). 
Da aber der Extinktionskoeffizient dieser Mischung bei Filter S 61 nur 
etwa 0,005 betragt, ist die Herstellung der Kontrollmischung ver- 
meidbar, wenn man diesen Betrag von dem gefundenen Wert abzieht. 
Zwar ist diese Extinktion der Kontrolle nicht ganz konstant, und wird 
gréBer, wenn zwischen dem Zufiigen des Diazoreagens und der Lauge 
mehr Zeit verstrichen ist, doch kénnen die Unterschiede vernachlassigt 
werden. Derselbe Wert kommt auch in der Gleichung der Methode II 
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(mit Kontrollésung) vor. Hier ist die Kontrollésung eine Serumver- 
diinnung. 

Das Verhalten des blauen  Bilirubinazofarbstoffes entspricht 
dem Lambert- Beer schen Gesetz. So ergaben sich in einer nach Potenzen 
von 2 hergestellten Verdiinnungsreihe (in den Verhaltnissen des obigen 
Reaktionsgemisches, mit der Grundkonzentration 16,16 m-°% _ be- 
gonnen) die folgenden Extinktionskoeffizienten: 2,854, 1,416, 0,723, 
0,371. Der Farbstoff folgt auch dem eigentlichen Lambertschen Gesetz 
in praktisch guter Annaherung. Aus solchen Messungen ergab sich 
der Absorptionskoeffizient ¢/E, zu 5,32. 

Das reine, nicht umgewandelte Bilirubin absorbiert bei Filter S 61 
kaum. So ist der Extinktionskoeffizient einer Lésung, die 53,5 mg 
Bilirubin (dessen blauer Azofarbstoff in dieser Konzentration den 
Wert ES = 10,62 besitzt) enthalt, nur 0,055, also kaum mehr als 
1/,°, des Azofarbstoffwertes. Der Berechnungsfaktor bei der Methode 
mit Kontrolle ist 5,35 (bei der Methode ohne Kontrolle 5,32). Die 
Grundlage der Berechnung ist gleich der bei der Neutralmethode an- 
gewandten und es sei auf diese hingewiesen (1). 

Den EinfluB der Serumfarbstoffe haben wir aus Messungen zahl- 
reicher Seren ermittelt. Hierzu wurden mit Coffeinmischungen ver- 
setzte Verdiinnungen hergestellt, wie bei den Kontrollésungen der Be- 
stimmungsmethode, und gegen Wasser gemessen. Die gefundenen 
Extinktionskoeffizienten lagen (in Seren mit ,,negativ’: reagierendem 
Bilirubingehalt) zwischen 0,013 und 0,049, wobei jedoch etwa 90°, 
der Werte zwischen 0,02 und 0,035 lagen. Der Durchschnitt ist auf 
Grund dieser Messungen 0,025. Wir haben diesen Wert absichtlich 
etwas niedriger gewahlt als das gefundene Mittel, mit Riicksicht darauf, 
daB in der auslindischen Literatur im allgemeinen niedrigere Serum- 
lipochromwerte angegeben werden, als wir sie in Ungarn finden. Die in 
der Methode A (ohne Kontrollésung) benutzte Konstante (0,03) ist 
die Summe der beiden Kontrollwerte: 0,025 + 0,005. 

In den bei den Serumverdiinnungen verwendbaren Gleichungen 
ist diese Summe der Kontrollwerte enthalten. Durch Verdiinnung wird 
der gréBere Teil (0,025) entsprechend verkleinert, der aus den Reagenzien 
herriihrende Teil (0,005) jedoch nicht. 

Bei einiger Ubung kann man die Genauigkeit der Methode ohne 
Kontrollésung noch steigern, wenn man den Abzugswert nach dem 
Lipochromgehalt bemiBt. In stark gelben und lipochromhaltigen Seren 
sei dann der Abzugswert 0,04, in sehr blassen Seren 0,02. (Bei den 
untenstehenden Messungen geschah die Berechnung nach der Gleichung 
mit dem Abzugswert 0,03.) 

Bei Seren mit erhéhtem und direkt positivem Bilirubingehalt ist 
die Methode ohne Kontrollésung zu empfehlen. In solchen Seren wird 
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das Bilirubin leicht oxydiert und das Oxydationsprodukt (Biliverdin, 
Bilicyanin) absorbiert bei den Wellenlingen der Bestimmung stark. 
Da das Oxydationsprodukt keine Diazoreaktion mehr gibt, ist sein 
Einflu® in Probe und Kontrolle derselbe und kommt so nicht zur Geltung. 
Bei der Methode mit Kontrolle wird daher der oxydierte Anteil des 
Bilirubins nicht mitbestimmt. Bei der Methode ohne Kontrollésung 
ist dieser Verlust kaum vorhanden, da das Bilicyanin ja ebenfalls ziemlich 
stark absorbiert. 

Die bei Laugezusatz roten Produkte der braunen Diazoreaktion (2) 
absorbieren bei Filter S61 nicht. Sie stéren daher die MeBgenauigkeit 
dieser Methode auch bei hohen Konzentrationen nicht. Besonders in 
dieser Hinsicht ist die ,,Laugenmethode* der ,,Neutralmethode* iiber- 
legen. 

Zur Alkalisierung sind stark alkalische Puffergemische von hoher 
Pufferkraft nétig. Der véllige Umschlag des Bilirubinazofarbstoffes in 
die blaue Modifikation erfolgt nur bei hohem pg. Zuerst wurden NaOH 
und KOH versucht, und zwar in Konzentrationen von 2 bis 30°. Sie 
haben den Nachteil, da8 durch sie das Coffein der Katalysatorlésung 
gefallt wird. Bei héherer Zimmertemperatur bleibt das Coffein als 
Suspension verteilt und erhéht in unregelmaBigem Mae die Extinktion. 
Unterhalb etwa 15° tritt schon in einigen Minuten Ausfillung ein. Da- 
gegen fallt Fehlingsche Lauge Coffein in verdiinnter Lésung nicht. 

Mit der neuen Methode lassen sich die zu Seren zusatzlich zu- 
gefiigten Bilirubinmengen vollstandig wiederbestimmen. Derartige 
Bestimmungen wurden wie bei der Ausarbeitung friiherer Methoden 
{[vgl. (1)] vorgenommen. Wir haben eine groBe Zahl Vergleichsbestim- 
mungen zwischen den beiden Formen der ,,Neutral‘‘- und der ,,Laugen- 
methode“ ausgefiihrt. Als Beispiel fiihren wir die zwo6lf zuletzt aus- 


Tabelle. Vergleichende Bestimmungen 
(Werte in Milliprozenten = m-%). 











: is Direkt- Neutralmethode Laugenmethode 
Ri reaktion Zweitarben Einfarben || mit Kontrolle ohne Kontrolle 
1 B. Gy. _ 1,02 1,05 1,02 1,00 
2 R. J. + 8,18 8,45 8,24 
3 D. J. + 5,44 5,48 5,48 5,59 
4 P. Gy. a 0,56 0,57 0,55 0,52 
5 K. 8. br QUE 0,71 0,71 
6 P. J, 0,97 0,90 _ 0,98 
7 Z. K. 1,04 1,04 1,03 1,10 
8 V. F. 0,49 0,44 0,48 0,48 
9 F. N. = 0,63 0,62 , 0,63 0,735 

10 A. N. + 2,79 2,90 || 2,77 2,81 

11 B. G. 1,99 2,05 2,14 2,09 

12 R. J. + 7,80 7,80 7,76 7,92 











88 L. Jendrassik u. P. Grof: 


gefiihrten Bestimmungen in der Tabelle an. Bei der Neutralmethode 
wurden die Ablesungen nach 15 bis 30 Minuten vorgenommen 
(unter Beriicksichtigung der dazugehérigen s-Werte). Wir fanden, da 
eine solche Wartezeit zur vollstandigen Entwicklung der Farbtiefe im 
allgemeinen nétig ist. Beide Formen der Laugenmethode ergaben mit 
beiden Formen der Neutralmethode in befriedigender Weise iiberein- 
stimmende Werte. Wir empfehlen deshalb die Neutralmethode haupt- 
sichlich in jenen Fallen anzuwenden, in denen auch der Wert der 
.,braunen Diazoreaktion‘ (2) von Interesse ist. Wenn aber nur der 
Bilirubingehalt zu bestimmen ist, dann ist die oben geschilderte Laugen- 
methode zweckmaBiger. Zur Ermittlung des Bilirubingehaltes im 
Duodenalsaft ist nur die Neutralmethode verwendbar. Die Laugen- 
methode versagt hier meistens, da die Konzentration von Aminosauren 
und anderen puffernd wirkenden Abbauprodukten zu hoch ist. Weder 
die vorgeschriebene Menge Fehlingscher Lauge, noch ebensoviel oder 
auch mehr 20 bis 30 °%,ige NaOH geniigen zur vélligen Umformung des 
Bilirubinazofarbstoffes in die blaue Modifikation. 

Auch bei Harn \aBt sich die Methode nicht gut benutzen. Bei 
Verwendung von verdiinnter Coffeinmischung und von Fehlingscher 
Lauge wird zwar weder Coffein, noch Magnesiumammoniumphosphat 
gefallt, doch stéren Bilirubinumwandlungsprodukte, besonders Uro- 
bilinogen, dessen Azofarbstoff in alkalischer Lésung rétlich-violett wird 
und bei Filter S 61 merkbar absorbiert. Man erhalt daher je nach dem 
Urobilinogengehalt des Harns zu hohe Werte. Zur Bilirubinbestimmung 
im Harn ist daher unsere sauer-alkoholische Methode (4) am_ besten 
geeignet. 

Unsere Methode ist in der beschriebenen Ausfiihrung auch zur 
sogenannten absolut-kolorimetrischen Bestimmung mit Hilfe der T'hiel- 
schen Graulésung geeignet. Allerdings ist eirfe so starke Belichtung 
Grundbedingung dieser Arbeitsweise, dali auch unter Verwendung 
der hierzu vorgeschlagenen Farbfilter eine geniigende Lichtstarke 
erreicht wird. 

Ebenso eignet sich die Methode auch zur spektrophotometrischen 
Auswertung, z. B. an einem Kénig-Martensschen Apparat. Bei 620 my 
(Eintrittsspalt 0,2 mm, Austrittspalt 0,3 mm) ist der Faktor bei der 
Berechnung von den oben angegebenen nicht verschieden. Daher ist 
die Berechnungsgleichung die gleiche, wie sie fiir das Pulfrich-Photo- 
meter angegeben wurde. Die Arbeitsweise ist auch dieselbe. Vorteile 
hat die spektrophotometrische Bestimmung gegeniiber dem Pulfrich- 
Photometer nicht, ihre Ausfiihrung ist aber langwieriger. 


Bestimmung des Bilirubins in reinen Lésungen. 
Da diese Aufgabe in biochemischen Laboratorien nicht selten vor- 
kommen kann, seien hier die verschiedenen Wege, welche wir hierzu aus- 
gearbeitet haben, nochmals zusammengefaBt. Man kann sowohl die ,,Neutral- 
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methode*S wie auch die ,,Laugenmethode* und die sauer-alkoholische 
Methode verwenden. 

1. Neutralmethode. — Filter: S53. 1 Volumen Bilirubinlésung (in 
n/100 NaOH, eventuell unter Zugabe von ein wenig, etwa '/,, Volumen 
Coffeinmischung hergestellt) + 3,5 Volumen verdiinnte Coffeinmischung 

0,5 Volumen Diazomischung. — c = 6,48 a. 

2. Laugenmethode. Filter: S 61. Bestimmung wie oben fiir Serum 
ohne Kontrolle angegeben (siehe S. 83). 

3. Sauer-alkoholische Methode. —- Filter: S.57. 1 Volumen Bilirubin- 
losung + 5 Volumen 96° igen Alkohol + 1 Volumen Diazomischung (nach 
5 bis 10 Minuten) + 2 Volumen konz. HCl] + Alkohol auf 10 Volumen. 

c = 6,92 Et", 

Die Bestimmungen geben nur bei vdllig reinem und unumge- 
wandeltem Bilirubin iibereinstimmende Werte. Bei nicht ganz reinen 
Bilirubinpraparaten kénnen Unterschiede von einigen Prozenten des 
Gesamtwertes erscheinen. 


Zusammenfassung. 


1. Zur Bestimmung des Serumbilirubins ist in den meisten Fallen 
eine vereinfachte Form der Jendrassik-Cleghornschen Methode an- 
wendbar, wobei die Messung nur im Griinlicht (Filter 8S 53) vorge- 
nommen wird. 

2. Es wird eine neue Bilirubinbestimmungsmethode beschrieben, 
bei der die Extinktion der blauen Form des Bilirubinazofarbstoffes, 
die auf Zusatz von Lauge entsteht, im orangeroten Licht des Pulfrich- 
Photometers (S 61) gemessen wird. Sie ergibt in einer einzigen Mes- 
sung schon mit 0,25 bis 0,5 cem Serum genaue Werte, und ist auch ohne 
Kontrollésung ausfiihrbar. Diese Methode ist auch zur sogenannten 
Absolutkolorimetrie wie auch zur Auswertung an einem Spektralphoto- 
meter geeignet. 

Mit dem Pulfrich-Photometer geben die ,,Neutralmethoden* und 
die ,,Laugenmethoden“ gut iibereinstimmende Werte. 

Zur Bilirubinbestimmung in reinen Lésungen werden drei Ver- 
fahren angegeben. 
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Uber die Koppelung zwischen Oxydoreduktion und Phosphat- 
veresterung bei der anaeroben Kohlenhydratspaltung. 


I. Mitteilung: 
Die Reaktionsgleichungen der Koppelung. 


Von 
0. Meyerhof, P. Ohimeyer und W. MoOhle. 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
medizinische Forschung, Heidelberg.) 


(Eingegangen am 11. April 1938.) * 


Mit 13 Abbildungen im Text. 


Die eigenartige Verkniipfung zwischen der Kohlenhydratspaltung 
und der Synthese von Phosphorgéureestern unter Verbrauch von an- 
organischem Phosphat lieB sich, wie kiirzlich aus diesem Institut gezeigt 
wurde!, auf eine Koppelung zuriickfiihren, die zwischen der Hydrierung 
der Cozymase (Cz) durch Triosephosphorséiure und der Aufnahme von 
anorganischem Phosphat durch das freie Adenylsduresystem besteht. 
Wahrend im Muskelextrakt, in Gegenwart von Kreatin, die entstandene 
Adenosintriphosphorsaure sich unter Bildung von Kreatinphosphor- 
siure umestert, entsteht im Hefeextrakt, in Gegenwart von Glucose, 
Hexosemonophosphorsaure. In Verbindung mit der Phosphatiiber- 
tragung von Phosphobrenztraubenséure auf Kreatin®? bzw. Glucose’, 
erkliren sich so einerseits die Energieiibertragung im Muskel von der 
Kohlenhydratspaltung auf die Synthese der Kreatinphosphorsaure, 
andererseits, bei der alkoholischen Garung, die Harden- Youngschen 
Gleichungen. Da die Geschwindigkeit der Oxydoreduktion zwischen 
Triosephosphorsiure und Cozymase durch die Koppelung mit der 
Phosphataufnahme in ahnlicher Weise erh6ht wird wie der Zerfall der 
Phosphobrenztraubensdiure durch Umphosphorylierung auf Glucose, so 
wird der Widerspruch beseitigt, der zwischen der langsamen Vergarbar- 
keit der Hexosediphosphorséure und ihrer angenommenen Rolle als 
Intermediarprodukt des Zuckerzerfalls bestand. Die aus ihr entstandene 
Triosephosphorsiure erweist sich damit als die Reaktionsform des 
Zuckers, die unter Oxydation zu Phosphoglycerinséure die Cozymase 
zu Dihydrocozymase (CzH,) reduziert. Bereits in der Arbeit von 


1 O. Meyerhof, Naturwiss. 25, 443, 1937; O. Meyerhof, W. Kiessling u. 
W. Schulz, diese Zeitschr. 292, 25, 1937; O. Meyerhof, W. Schulz u. Ph. Schu- 
ster, ebenda 293, 309, 1937. —- 2 J. K. Parnas, P. Ostern u. T’. Mann, ebenda 
275, 74, 1934. — 3 O. Meyerhof u. W. Kiessling, ebenda 281, 249, 1935. 
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Meyerhof, Schulz und Schuster ist gezeigt, daB die Gesamtreaktion in 
der Oxydoreduktionsphase der Garung 


1 Hexosediphosphorsaure 

2 Triosephosphorsaiure + 2 Glucose + 2 Phosphorsaure 
2 Acetaldehyd 

2 Phosphoglycerinsiure + 2 Hexosemonophosphorsaure 


+ 2 Alkohol 


sich unter Einschiebung der beiden Co-Fermente, der Cozymase und 
des Adeninnucleotids, in Teilreaktionen zerlegen laBt, wobei die Hydrie- 
rungsphase der Cozymase lautet 





1 Glycerinaldehydphosphorsaure + 1 Cz + 1 Adenosin- 
diphosphorsaure + 1 Phosphorsaure 
= 1 Phosphoglycerinsiure + 1 CzH, + 1 Adenosintriphosphor- 
saure. 


(2) 


Diese Gleichung konnte dort insoweit experimentell bestatigt 
werden, als die Reduktion der Cozymase ausblieb, wenn nicht Adenosin- 
diphosphorsiure zugegen war, die weder durch Adenosintriphosphor- 
siure noch durch Adenylséure zu ersetzen war. Dabei wurde auch an- 
organisches Phosphat aufgenommen. Quantitativ lieB sich Gleichung (2) 
direkt nicht verifizieren: das gelang erst in Anwesenheit eines weiteren 
Phosphatakzeptors, namlich der Glucose, die dann mit der Adenosin- 
triphosphorsaure nach der friiher beschriebenen Gleichung reagiert 


1 Glucose + 1 Adenosintriphosphorsaure 


== | Hexosemonophosphorsaure ++ 1 Adenosindiphosphorsaure, | (3) 


wodurch die Gesamtreaktion zustande kommt: 


1 Glycerinaldehydphosphorsaure +- 1 Cz 

+ 1 Glucose + 1 Phosphorsaure . 

= i Phosphoglycerinsiure + 1 CzH, + 1 Hexosemonophos- { = (4) 
phorsaure. | 


2)+(3) 


Es hatte den Anschein, als ob noch eine weniger durchsichtige Koppelung 
bestaénde, wo auch anorganisches Phosphat bei der Oxydation der 
hydrierten Cozymase aufgenommen werden konnte. Wie die hier vor- 
liegende Arbeit zeigt, wurde dieses Ergebnis durch eine Reihe erst 
jetzt aufgeklarter Komplikationen vorgetauscht. Tatsachlich gibt es 
eine Phosphataufnahme nur wahrend der Hydrierung der Cozymase 
und nach Beseitigung einer Reihe von Fehlerquellen laBt sich die 
Gleichung (2) auch in quantitativer Hinsicht vollkommen bestatigen. 

Die reversible Oxydation der hydrierten Cozymase durch Acet- 
aldehyd nach der Gleichung 


CzH, + Acetaldehyd — Cz + Athylalkokol (5) 
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verlauft unter allen Bedingungen nach beiden Seiten ohne gleichzeitige 
Anderung des anorganischen Phosphats. 

Diese Befunde lieBen sich noch durch die unerwartete Feststellung 
erweitern, daB die Reaktion (2) vollsténdig umkehrbar ist, d.h. bei 
Ausgang von den auf der rechten Seite stehenden Reaktionsteilnehmern 
verlauft sie glatt nach links bis zum Gleichgewichtszustand. Es besteht 
dann also eine Koppelung zwischen der Oxydation hydrierter Cozymase 
durch Phosphoglycerinséure und der Phosphatabspaltung aus Adenosin- 
triphosphorsdure unter Bildung von Adenosindiphosphorsaure. Dieses 
Gleichgewicht und die thermodynamische Bedeutung desselben werden 
in der anschlieBenden Arbeit naher beschrieben, waihrend in der vor- 
liegenden die stéchiometrischen Beziehungen fiir die einzelnen ange- 
fiihrten Reaktionen untersucht werden. 


Methoden. 
a) Prdparate. 

Als Enzympraparat diente das nach Warburg und Christian hergestellte 
B-Protein aus Hefemazerationssaft, in bestimmten Fiillen dialysierter 
Extrakt aus Acetonpulver von Muskelextrakt nach O. Meyerhof und P. Ohl- 
meyer. Das B-Protein wurde in der Regel nach 40stiindiger Dialyse nicht 
mehr wie friiher im Straub-Gaedeschen Apparat getrocknet, sondern nochmals 
mit Aceton gefallt und dann nach Trocknen mit Ather im Vakuum auf- 
bewahrt. Da dieses Praparat noch Beimengungen des A-Proteins von 
Negelein enthalten kann, wodurch die Phosphobrenztraubenséure weiter 
reagieren wiirde, wurde zu den Ansatzen meist n/40 NaF zugesetzt. Dies 
hat auch den Vorteil, die Reaktion bereits beim Ubergang von Phospho- 
glycerinsiure zu Phosphobrenztraubensiure zu hemmen, so da die ge- 
bildete Phosphoglycerinsiure der Menge hydrierter Cozymase iquivalent 
ist, was ohne Fluorid nicht der Fall ist. Die Cozymase und ebenso die 
Dihydrocozymase wurde von P. Ohlmeyer dargestellt. Die Cozymase besaB 
meist einen Reinheitsgrad von 0,82 bis 0,95, fiir bestimmte Zwecke 1,0. 
Das Na-Salz hydrierter Cozymase vom Reinheitsgrad 1 besaB den absoluten 


2 wee qem ms . 
Absorptionskoeffizienten | | = 1,45.10"? bzw. berechnet auf freie 
mo 


? “qem 
Cozymase, d. h. unter Abzug des Wassers und des Natriumgehalts £ | “ 
; £ 


= 21,5.10%. Adenosindiphosphorsiure wurde mit Krebsmuskelextrakt 
nach K. Lohmann aus Adenosintriphosphorséure dargestellt!. Die synthe- 
tische Glycerinaldehydphosphorséure wurde von W. Kiessling nach der 
Vorschrift von H.0O. L. Fischer und E. Baer? dargestellt und in wasseriger 
Lésung aufbewahrt, worin sie etwa 8 Tage im Eisschrank haltbar war. 


b) Spektrographische Methode. 


O. Warburg und W. Christian*, die die Bande reduzierter Pyridin- 
nucleotide bei 340 mu entdeckt haben, messen die Bandenhéhe licht- 


1 Diese Zeitschr. 282, 109, 1935. — ? Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 65, 
337 u. 1040, 1932. —- 3 Diese Zeitschr. 282, 157, 1935. 
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elektrisch. Ein ahnliches Verfahren wird auch von H. v. Euler angewandt. 
Da uns diese Einrichtung nicht zur Verfiigung stand, maBen wir die Banden- 
breite spektrographisch unter Verwendung einer Vergleichslésung und 
Lichtschwachung derselben durch den rotierenden Doppelsektor nach 
Gude. Hierzu diente das Zeisssche Spektroskop mit Kamera und Cornuschem 
Quarzprisma. Als Lichtquelle diente eine Wolframfunkenstrecke. Die 
Spaltbreite betrug 0,06 mm. Die Spektren wurden auf Silber-Eosinplatten 
(Perutz) aufgenommen; als Belichtungszeit wahlten wir 55 Sekunden. Bei 
Aufnahme eines aktiven enzymatischen Systems konnte dann der Fort- 
schritt der Reaktion von Minute zu Minute be- 

stimmt werden, wenn 5 Sekunden zur Um- eemasrenes its 

, ._p x seal re ‘ 
stellung der Platte gebraucht wurden. In diesen a |e dihs 





Fallen wurde zunachst, nac h Finfiille n der Ve I +Glukose 
suchsl6sung und Durchleiten von N,/CO, eine 


Aufnahme des Anfangszustandes gemacht, dann ( eR <0 8 
B-Protein zugegeben und in jeder folgenden | 

Minute wieder eine Aufnahme gemacht (vgl. 

Abb. 1). Zur Ermittlung des Endzustandes ( 

wurde die Lésung aufgekocht, wodurch sich die i 
Absorption nicht andert, und dann die Kon- + ae 
zentrationsbestimmung der CzH, derart vor- 0 eee 
genommen, da Vergleichs- und Versuchs- 7% ed 

lésungen in Quarzkiivetten von 2,5; 5 und Slee 

10 mm Schichtdicke gefiillt, jedesmal zuniichst 27 ee 


eine Aufnahme mit 10°, Sektoréffnung ge- 


: + rg YS eee 
macht und diese dann nach Bedarf auf 25; 5; ,.: 


Min 


2,5°% > abgedindert wurde. Man erhalt so die a3 ‘ 

' , 0 TN <— «4 c27- 
Bandenbreite bei mehreren Werten log J,/J. p abhtelen! 
Der Helligkeitsvergleich der Spektren von Ver- penne Y 
gleichs- und Versuchslésung geschah unter einem o Tr 
Prapariermikroskop bei l5facher Vergr6Berung 5 xem 
in durchfallendem, diffusem Licht. Die Stellen 70 777 

[ RS Ree SE 


gleicher Helligkeit wurden mit Stahlstichel Min. 
markiert und dann die Wellenlange einer auf- ; i adie 

: . Abb. 1. Zeitliche Entwicklung 
relegte y rsské . » é zm 
Be legien Be zugsskala emanere ve wt Die auf der Absorptionsbande hydrierter 
diese Weise konstruierten Absorptionskurven Cozymase (Negativ). 
fiir die hydrierte Cozymase wurden mit den — Im Ansatz Hexosediphosphat 
Kurven einer direkten Verdiinnungsreihe eines yt, once a rd 4 
Se EVO - € J - wae 2 Mi- 
CzH,-Standardpriparats zur Deckung ge-  jytenwird Acetaldehyd zugesetzt, 
bracht. Da in diesem Falle stets mehrere — wodurch die Bande verschwindet, 
Sektorstellungen bzw. Schichtdicken zur Be- — @ber nach 2 Minuten allmiiblieh 
sad ane: Veriil » “a int die It wieder erscheint. Vergleichsspek- 
rechnung zur Ver iigung standen, ist die Er- trum bel 10% Sektordffnung. 
mittelung des Endzustandes der Hydrierung 
in der abgekochten Enzymlésung erheblich genauer als die Messung des 
Fortschritts der Hydrierung im aktiven enzymatischen Ansatz. 


500 HOS 290m 


Im allgemeinen ist die zur Messung kommende Bandenbreite, bedingt 
durch die Dispersion des Cornu-Prismas, 3 bis 10mm; mit der von uns 
benutzten Vergr6Berung kann sie auf 0,1 mm genau bestimmt werden. Bei 
der Ausfiihrung mehrerer Analysen nach dem zuletzt beschriebenen Ver- 
fahren erhalt man eine Genauigkeit von 3 bis 5 °% fiir den absoluten Absorp- 
tionskoeffizienten, besonders, wenn man nach der Entwicklung der Platte 
noch eine zweite Serie von Aufnahmen macht, um bei den geeigneten 
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Schichtdicken durch ganz geringe Veranderungen der Sektorstellung zu 
den gleichen Schwarzungen im Maximum der Absorption zu kommen. Dies 
laBt sich dann auf eine ganz schmale Zone einengen. 


c) Manometrische Methoden. 


Bei der Hydrierung der Cozymase durch Hexosediphosphorsiure 
(Triosephosphorsaure) entstehen zwei Séurediquivalente, eines infolge Bildung 
der Phosphoglycerinséure und eines durch die Hydrierung. Die Erhéhung 
der zweiten Dissoziationskonstante der Phosphorséure bei der Umwandlung 
von Hexosediphosphorséure in Phosphoglycerinséure (von px 6,30 auf 6,0) 
hat bei dem px von 7,8, bei dem unsere Messungen angestellt wurden, 
keinen wesentlichen EinfluB. Wie die nachstehende Elektrotitrationskurve 
der Cozymase vor und nach Hydrierung beweist, besitzt die hinzukommende 
saure Gruppe ein px < 3 und treibt somit ein volles Aqui- 
valent CO, aus Bicarbonat aus. 

SchlieBlich liefert die Veresterung von Glucose zu Hexose- 
monophosphorséure wegen der Zunahme der Dissoziations- 
konstante von px 6,8 auf 6,2 etwa 0,10 Saéurediquivalent, im 
ganzen also entstehen bei der Reaktion (4) fiir 1 Mol Um- 
satz 2,1 Aquivalente Séure. Anders bei der Reaktion (2). 
Hier verbraucht die~ Veresterung von Adenosindiphosphor- 
siure mit anorganischem Phosphat, wie die Elektrotitra- 
tionskurve von W. Kiessling fiir Adenosintriphosphorsaure ! 
und die von K. Lohmann? fiir Adenosindiphosphorsaure 
zeigen, bei py 7,8 0,95 Saéureiquivalente pro Mol, weil hier 
auBer einer Siurevalenz von der dritten Dissoziationsstufe der 
anorganischen Phosphorsiure noch eine sekundare Valenz in 
der Adenosindiphosphorséure verschwindet. Diese besitzt 
ein px = 6,45. Durch die Veresterung des anorganischen 
Phosphats tritt also bei der Synthese der Adenosinpoly- 
phosphorsaéuren, abweichend von der Veresterung zu Hexose- 
monophosphorséure oder Hexosediphosphorséure, eine Al- 
kalisierung entsprechend etwa einem Baseniéquivalent ein. 
Abb.2. Mano- Wird schlieBlich die hydrierte Cozymase durch Acetaldehyd 
metergefiB mit reoxydiert, so verschwindet allein die Saurevalenz des Cz Hg, 


Kinrichtung zum qh, es tritt ein Basenaquivalent auf. 
nachtriglichen 


Einfiillen v. Acet- Bei der Ausfiihrung der manometrischen Messungen be- 
aldehydlisung. darf die Reoxydation durch Acetaldehyd einer besonderen 

Anordnung. Wir benutzten das nebenstehend wiedergegebene 
GefaB (Abb. 2). Der Acetaldehyd in 1% iger Lésung befindet sich, um 
nicht in den Hauptraum zu destillieren und CzH, zu reoxydieren, wihrend 
der Hydrierungsperiode der Cozyrhase in dem kleinen, auf den Hahn- 
stopfen aufgeschmolzenen verschlieBbaren Réhrchen, auf Thermostaten- 
temperatur und mit 10% CO, in N, gesattigt. Nach AbschluB8 der Hy- 
drierungsperiode wird die Acetaldehydlésung (0,1 bis 0,2 cem) durch das 
gebogene Kapillarréhrchen, unter Offnen der Manometerhihne in die eine 
Retorte eingelassen, die Hahne sofort wieder geschlossen, nach 1 Minute 
mit der Ablesung begonnen und 1 bis 2 Minuten spiter der Acetaldehyd 
in den Hauptraum iibergespiilt. Schon der nach der ersten Minute auf- 








1 Diese Zeitschr. 273, 103, 1934. — ? Ebenda 282, 120, 1935. 
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getretene negative Druck wird zur gesamten Druckabnahme hinzugerechnet, 
da in Abwesenheit von CzH, keine Druckaénderung eintritt. Die zweite 
Retorte dient zur Aufnahme der B-Proteinlésung, die zu Beginn der ersten 
Versuchshalfte eingekippt wird. 


d) Chemische Methoden. 


AuBer der Phosphatbilanz wurde meist die vorhandene Menge Phospho- 
glycerinséure direkt bestimmt, in den ersten Versuchen nach der kolori- 
metrischen Methode von Rapoport, spater mittels der auf S. 60ff. beschrie- 
benen polarimetrischen Messung in Molybdat. 


I. Das Verhalten reiner hydrierter Cozymase. 
a) Elektrotitrationskurve. 


Das von P.Ohlmeyer dargestellte feste Natriumsalz der hydrierten 
Cozymase Na,(CzH,) zeigt aufgelést in Wasser ein py = 6 bis 8. In diesem 
Gebiet ist es ungepuffert und wird durch weitere Zugabe von 1/,, Aquivalent 
NaOH bis zu einem py von iiber 9 verschoben. Da mit gewéhnlicher 
Cozymase durch Zusatz von 1 Aquivalent NaOH zur isoelektrisch gelésten 
Substanz (py 3) ebenfalls py 8 erreicht wird, enthalt hydrierte Cozymase 
in Ubereinstimmung mit dem Befund von O. Warburg und W. Christian 
pro Mol 1 Saurevalenz mehr. Die Starke dieser hinzugekommenen Saure- 
valenz laBt sich ohne weiteres nicht durch Elektrotitration erfassen, da 
unterhalb von px 6 die hydrierte Cozymase in wiassriger Lésung schon 
bei 0° rasch zerfallt. Auf spektroskopischem Wege bestimmten wir, dai 
bei py 6,16 in 5 Minuten 3°, bei px 4,19 in 2 Minuten 14%, in 5 Minuten 
24°, und bei pq 2,04 in 1 Minute 55°, zerfallen. Um wenigstens das 
schwiachere Saurediquivalent von py 8 an, ohne gleichzeitigen Zerfall, 
titrieren zu kénnen, benutzten wir das Triodometer von Dubuisson in Ver- 
bindung mit einer Glaselektrode’. Dabei wird keine Kompensations- 
schaltung verwendet, sondern der Galvanometerausschlag direkt gemessen. 
So gelingt es, unter Verwendung von lcem m/10 Na,(CzH,) die ganze 
Kurve von py 8 bis 3 in 3 Minuten aufzunehmen, indem jedesmal nach 
Zusatz von 0,1 eem n/20 HCl unter Durchleiten von Stickstoff 10 Sekunden 
gewartet wird, bis der Galvanometerausschlag konstant geworden ist. Als 
Galvanometer verwandten wir das Zernicke-Galvanometer Zc, das zur 
apériodischen Dampfung mit 300 bis 400 2 geshuntet war und mit ge- 
eignetem Vorschaltwiderstand benutzt wurde. Der Ausschlag wurde auf 
einer 1,2m entfernten Skala abgelesen. Das variable Potential wurde 
zwischen Gitteranschlu8 und Erde gelegt (Schaltskizze in der Arbeit von 
Dubuisson?), Als Glaselektrode diente ein mit Glasmembran verschlossenes 
Rohr nach Mac Innes*, das innen mit Standardacetatlésung (py 4,7) ge- 
fillt war. Zur Ableitung diente eine Kalomelelektrode. 


Es wurden zwei derartige Titrationen mit zwei verschiedenen 
Praparaten Dihydrocozymase und eine mit reiner Cozymase auf diese 
Weise ausgefiihrt. Der Skalenwert fiir 0,01 py wurde einer Eichkurve 
entnommen. Das eine Praparat CzH, war aus _ bicarbonathaltiger 


1 M. Dubuisson, Pfliigers Arch. 239, 314, 1937. — 2? Pfliigers Arch. 
239, 316, 1937. — * Mac Innes u. Belcher, J. amer. chem. Soc. 58, 3315, 
1931. 
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Lésung ausgefallt und enthielt 7,7° Na, statt berechnet fiir 2 Atome 
Na 6,5°%, in vakuumtrockener Substanz. Das zweite Praparat war 
durch Umfallung in Methanol vom Alkaliiiberschu8 befreit. Es besa® 
in wasserfreier Substanz 5,27 ° Na statt 6,5°%, ferner 8,62°, P (ber. 
8,75 °%) und in der zur Titration dienenden Probe noch 10,8% H,0. 
Die Kurve von diesem Praparat ist in Abb. 3, Il wiedergegeben. Es wurde 
nach der Lésung in Wasser (es léste sich bei py 5,25) zuniachst 
leem n/20 NaOH zugesetzt und dann mit n/20 HCl titriert. Der 
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Abb. 3. Elektrotitrationskurve von Cozymase und Dihydrocozymase zwischen PH 3 und 10. 
Die Kurve von CzH, ist um 1 Aquivalent NaOH gegen die der Cozymase verschoben. 
I: + —*--—-+ Cozymase. 
Il: oO—O—oO CzH,. 
Beide Kurven mittels Glaselektrode und Triodometer aufgenommen. Fiir die Titration der CzH, 
wurden 82,8 mg des Natriumsalzes verwendet. Es besa8 10,8 °, H,O, die vakuumtrockene Substanz 
8,6% P (ber. 8,75 °%) und 5,27 % Na (ber. fiir 2 Atome Na 6,5%). IT » Pa der Lésung von Cz H, mit 


5,27% Na. 


Punkt, auf dem der theoretische Na-Gehalt (6,5°%) erreicht war, ist 
in der Kurve 2 Aquivalenten NaOH gleichgesetzt. Die Titrationskurve 
fiir das andere Praiparat mit tiberschiissigem Na fallt in ihrem unteren 
Teil praktisch mit dieser Kurve zusammen, wenn man sie in gleicher 
Weise in das Koordinatensystem einzeichnet. Nur besaB sie bei py 6,5 
einen leichten Knick, der wahrscheinlich auf den Gehalt an Bicarbonat 
zu beziehen war. Nach Beendigung der Titration bei py 2,7 wurde 
alkalisch gemacht und spektrographisch festgestellt, daB am SchluB 
12°, zerfallen waren, was auf Grund der Zerfallskurve erst unter py 3,5 
geschehen sein kann. Aus Abb.3 geht hervor, daB das durch die 
Hydrierung hinzukommende Saureaquivalent ein pg < 3 besitzen muB, 
weil bis px 3 die Kurve mit derjenigen nicht hydrierter Cozymase 
praktisch iibereinstimmt und dann noch 1 Aquivalent Na darin ent- 
halten ist. 


b) Oxydation hydrierter Cozymase mit Acetaldehyd. 


Na, (CzH,) vom Reinheitsgrad 1 (nach Abzug von Na und H,O), dessen 
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besitzt, wurde in Gegenwart von B-Protem in reiner Bicarbonatidsung in 
N, mit 10°, CO, durch Acetaldehyd oxydiert und dabei der verschwindende 
CO,-Druck gemessen. Mit 7,7 mg wasserhaltigem Na-Salz, entsprechend 
6,4 mg freier CzH,, wurde mit 15 mg B-Protein nach Zusatz von 1 mg 
Acetaldehyd 194 emm CO, erhalten. Am SchluB waren 6,6°, der CzH, 
noch vorhanden. Unter Beriicksichtigung dieses Restes sind 8,8 . 10> ® Mol 
hydriert und hierbei 8,65. 10 ® Mol CO, verbraucht. Ein zweites Praparat 


; ‘ z , qem : 
hydrierter Cozymase vom Reinheitsgrad 0,96: / 14,2. 10° gab 
‘ a i £ : 


mol 
unter Benutzung von 7,9 mg Substanz, entsprechend 6,4 mg freier CzH, 
bei Oxydation mit 5 mg Acetaldehyd 177 emm COQO,. Es blieb ein Rest 


von 4°, CzH, unoxydiert. Es sind danach 8,8. 10 ® Mol hydriert und 
7,9 x 10° Mol CO, verschwunden. Die CO,-Menge entspricht danach 
90 bis 98°, der theoretisch erwarteten. 


ll. Uber die Koppelungsreaktion (2). 


Mehrere Umstande sind daran schuld, daB es nicht so leicht gelingt, 
die stéchiometrische Beziehung der Reaktion (2) wie diejenige der 
Reaktion (4) nachzuweisen. Infolge von Nebenreaktionen wird in 
Anwesenheit gréBerer Mengen Adenosindiphosphorsdure leicht an- 
organisches Phosphat spontan abgespalten, was durch NaF _ ein- 
geschrankt, aber nicht ganz verhindert werden kann. Dies ist zu_be- 
riicksichtigen. 

Ferner entsteht, wie oben erértert, beim Umsatz pro Mol nur 
etwas iiber 1,0 Saurediquivalent. Gibt man jetzt Acetaldehyd 
zu, so wird die hydrierte Cozymase sofort reoxydiert, was 1 Basen- 
aquivalent liefert. Unmittelbar darauf schreitet aber die vorher im 
Gleichgewicht stehengebliebene Reaktion infolge Beseitigung des CzH, 
und Zunahme der Cozymase von neuem fort. Es wiirde jetzt wieder 
1 Sdureiquivalent auftreten, wenn nicht, infolge des Uberschusses von 
Acetaldehyd, neue Basendquivalente entstiinden und die Saurebildung 
kompensierten. In dieser Periode tritt also fast keine Druckanderung 
ein, so da man den Eindruck gewinnt, die Reaktion ware mit 
der Reoxydation der hydrierten Cozymase zum Stehen gekommen. 
Das ist jedoch nicht der Fall. Tatsachlich nimmt bereits 1 bis 2 Minuten 
nach Zusatz von Acetaldehyd die Phosphoglycerinsiure weiter zu und 
gleichzeitig wird dabei Phosphat verestert. Dies hat zu der fehlerhaften 
Deutung AnlaB gegeben, da die Phosphataufnahme teilweise in die 
Reoxydationsphase des CzH, fiele. Jedoch ergibt die gleichzeitige 
chemische, manometrische und spektroskopische Verfolgung des Um- 
satzes innerhalb der Fehlergrenzen genau die stéchiometrische Be- 
ziehung, daB fiir 1 Mol mit Triosephosphorsaure reagierender Cozymase, 
d. h. fiir je 1 Mol Phosphoglycerinsiure und Cz H,, 1 Mol anorganisches 
Phosphat aufgenommen wird, das | Mol Adenosindiphosphorséure zu 
Adenosintriphosphorsaure verestert. Die Versuche sind in Tabelle | 
wiedergegeben (vgl. auch Abb. 4 und 5). 
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Tabelle I. 
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Koppelung nach Gleichung (2). 


A. Versuchsdate 


W. Mohle: 


Uberall 2,5 mg P,O,- 
Hexosediphosphorsaure, m/40 NaF und ,,Gartest‘t-Lésung in 2,5 eem. 


on. 


a Vor Acetaldehydzusatz, b nach Acetaldehydzusatz. 
































Zusiitze Anderung 
Versuchs- be as 
zeit in Min. r- s 2. mg P,0,- 
: a direkt B- S E a ‘| ; Phospho- 
aldehyd- < ==} a & P.O; P2 Os gebildet 
zusatz me 7 = - 
mg P.O E cmm 
11 a 15 20 9,0 1 32 0,08 
21 a 16 20 0,85 9.0 127,5 0,23 0,23 
3 a 48 20 0,85 9,0 127,5 0,23 0,23 0,34 
4 b 2 20 0.85 9,0 | 2,0 83 0,53 + 0,41 0,53 
5 b 10 20 0,85 | 9,0 | 2,0 104 0,53 0,40 0,68 
6 b 30 20 0,85 | 9,0 | 2,0 (76) 0,65 0,46 0,87 
II 1 a 150 5 9,0 10,5 0,06 
2); a 150 5 0,77 19,0 95 0,20 0,21 0,193 
31 -b 3 5 0,77 | 9,07 2,0 77 0,24 0,25 0,2 
4 b 20 5 0,77 | 9,0 | 2,0 90 0,32 0,32 0,37 
III 1 a 55 15 1,15 | 9,0 128 0,20 0,20 
2 a 360 15 1,15 | 9,0 143 0,20 0,20 
3 b 50 15 1,15 | 9,0 | 0,1 i G2) 0,34 0,27 
4 b 200 15 1,15 | 9,0 | 0,2 ( 92 0,39 0,33 
5 b 310 15 1,15 | 9,0 1,2 (— 103,56) — 0,78! + 0,51 
B. Umsatz in 10°® Mol. 
Versuchs- Zusiitze Hydrierte Cz 5 2 
zeit in Min. £ nach 5 2 
a dirckt Pic vd S & Pbospho- 
Nr. und b nach _— aot -ae glycerin- 
Acet- sae sll Q = 5 siure 
aldehyd- C7, metriech =] : = 
zusatz E = 
I 3a 48 13,6 | 12,0 5,7 5.2 5,3 4,4 4A 4,8 
4b 2 3,7 1,5 8,5 sah 7,5 
5b 10 4,7 0,5 0,6 8,5 8,2 9,6 
6b 30 10,5 9,5 12,2 
II 2a 150 13,6 11,0 4,25 3.85 4,7 3.8 3.7 27 
3b 3 3,4 0,5 4,2 4,6 3,9 
4b 20 - 4,0 0 5,3 5,8 5,2 
III la 55 13,6 16,0 + 5,7 5,2 3,0 3,5 
3b 50 (— 2,4) (+ 3,0) 4,8 5,8 
4b 200 5,5 6,9 
5b 310 11,0 Py 





In Tabelle I, Versuch I (vgl. auch Abb. 4), kommt der Umsatz bereits 
nach 10 Minuten zum Stehen und der manometrische Druck andert sich 
innerhalb einer halben Stunde nicht mehr. 15 Minuten nach Beginn des 
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Versuchs wurden in mehreren Parallelansitzen je 2mg Acetaldehyd in 
GefaéBen der in Abb. 2 beschriebenen Form zugesetzt. In Versuch I, 4 


wurde 2 Minuten spater mit 
Trichloressigséure enteiweiBt, 
in Versuchsansatz 5 nach 
10 Minuten, in Ansatz 6 nach 
30 Minuten. Bereits bei der 
Unterbrechung nach 2 Mi- 
nuten, wo die Druckabnahme 
noch nicht ihr Maximum er- 
reicht hat, hat schon die Phos- 
phoglycerinséure —gegeniiber 
der Einstellung im Gleichge- 
wicht betrachtlich zugenom- 
men (Versuch I, Ansatz 3a 
und 4b, letzte Spalte). Nach 
10 Minuten ist das Maximum 
der Druckabnahme erreicht. 
Berticksichtigt man die Auf- 
spaltung des anorganischen 
Phosphats im Kontrollansatz, 
so stimmt, wie die Berech- 
nungen der Tabelle I, B zei- 
gen, die Veresterung des an- 
organischen Phosphats mit 
der Bildung der Phospho- 
glycerinséure und der mano- 
metrisch und spektroskopisch 
Hydrierung der 
Cozymase in der ersten Ver- 


gemessenen 


suchsphase gut iiberein. Auch 
nach Zusatz des Acetaldehyds 
stimmt die Zunahme_ der 
Phosphoglycerinsiéiure mit der 
Aufnahme des Phosphats und 
dem Anstieg des in 7 Minuten 
hydrolysierbaren Phosphats 
iiberein, wenn man das letztere 
fiir verschwundene Hexose- 
diphosphorsaure korrigiert 
(diese wird in 7 Minuten zu 
28°, aufgespalten). Damnit ist 
bewiesen, daB die Phosphat- 
verester ung mit der Oxydation 
der Triosephosphorséure zu 
Phosphoglyceritiséure unter 
Hydrierung der Cozymase ge- 
koppelt ist. 

Um die beiden Phasen 
noch deutlicher zu trennen, 
wurde Versuch II mit nur 
5mg B-Protein statt 20 mg an- 
gestellt. Hierdurch muBte die 
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Abb. 4. Manometrisch, spektrographisch und che- 
misch bestimmter Umsatz bei der Koppelungsreak- 


tion (2) Tabelle I, 
und 10-6 Mol (22, 


Versuch I. 
4emm CO, 


Ordinate: emm CO, 
1. 10-® Mol). Aus- 


gezogene Kurven: Manometrisch gemessener CO,- 


BS 
Il: - 
ILL: - 
Oo 
U----@ 


Druck. 
ohne Adenosindiphosphorsiiure 
(Ansatz 1). 
mit Adenosindiphosphorsiiure (An- 
satz 3). 
mit Adenosindiphosphorsiure (An- 
satz 2), nach 18 Minuten bei ¥ 2 mg 
Acetaldehyd eingekippt (Ansatz 6). 
Der CO,-Druck verschwindet bis 
auf einen kleinen Rest. Dies ent- 
spricht ungefahr der nicht reoxy- 
dierten Cz H,. 
spektrographisch gemessene hy- 
drierte Cozymase vor und 10 Mi- 
nuten nach Zusatz von Acetalde- 
hyd bestimmt. 
Phosphoglycerinsaéurebildung. Man 
beachte die starke Zunahme 2 Mi- 
nuten nach Acetaldehydzusatz. 
Gang der Veresterung des anor- 
ganischen Phosphats parallel mit 
der Phosphoglycerinsiurebildung. 
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Neueinstellung des Gleichgewichts nach Zusatz des Acetaldehyds langsamer 
verlaufen. Dies war auch der Fall, allerdings hatte auch jetzt schon nach 
3 Minuten eine deutliche zusatzliche Bildung von Phosphoglycerinséure 
unter Veresterung von anorganischem Phosphat eingesetzt. Hier war 
iibrigens das Gleichgewicht, das mit 20 mg B-Protein schon in 10 Minuten 
erreicht ist, noch nach 150 Minuten nicht vollkommen eingestellt. Aus 
den spektroskopischen Messungen berechnet sich, daB in Versuch I 39% 
der gesamten Cozymase hydriert sind. In Abwesenheit von Adenosin- 


diphosphorséure waren im gleichen Versuch nur 5°, hydriert. 
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Abb. 5. Tabelle I. Versuch IIL. Manometrisch bestimmter Umsatz nach Gleichung (2) und (5). 
Kurve | +—— + Hydrierung der Cozymase durch Triosephosphorsiure in Gegenwart von Ade- 
nosindiphosphorsiure (Ansatz 2). Kurve I] -——-., ebenso, aber bei ¥ 1 und v 2 je 0,1 mg Acet- 
aldehyd (UnterschuB) eingekippt, bei ¥ 3 1,0 mg Acetaldehyd (CherschuB). Kurve II 

ohne Adenosindiphosphorsiiure. 


Wird die hydrierte Cozymase durch so wenig Acetaldehyd reoxydiert, dab 
dieser hierbei vollstandig zu Alkohol wird, so kann offenbar, nach beendigter 
Reoxydation, die Reaktion nur noch bis zum neuen Gleichgewichtszustand 
fortschreiten. Auf diese Weise ergab sich, Versuch III, Tabelle I, daB 
durch 0,1 mg Acetaldehyd (2,2. 107° mol.) eine Druckabnahme von 
maximal 52cemm CO, erfolgte, was genau 2,2. 107° sind. Nachdem der 
Druck innerhalb der folgenden halben Stunde etwas angestiegen und dann 
konstant geworden war (vgl. Abb. 5), wurde in einem zweiten, ebenso 
behandelten Ansatz, nochmals 0,1 mg Acetaldehyd zugesetzt, worauf eine 
maximale Druckabnahme von 43emm CO, erfolgte. Nachdem der 
Druck wieder etwas angestiegen und dann konstant geworden war, wurde 
in einem dritten, genau gleich vorbehandeltem Ansatz 1 mg Acetaldehyd 
zugesetzt, wobei zum dritten Male eine Druckabnahme von ~~ 44emm 
CO, erfolgte. In jeder Periode war eine gewisse Menge Phosphat verestert, 
in der zweiten weniger als in der ersten. Demnach geht, je héher die Kon- 
zentration von Phosphoglycerinséure und Adenosintriphosphorséure an- 
steigt, die im Gleichgewicht vorhandene hydrierte Cozymase zuriick. 
Trotzdem laBt sich bei geniigendem Uberschu8 an Acetaldehyd der gréBte 
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Teil der Adenosindiphosphorsadure in Adenosintriphosphorsaure verwandeln, 
wobei sich aquivalente Mengen Phosphoglycerinséure anhiufen. So sind in 
Versuch I, 6, Tabelle [, 85°, der vorhandenen Adenosindiphosphorséure 
zu Triphosphorsiiure verestert. 


Il. Hydrierung der Cozymase in Cegenwart von Glucose als Phosphat- 
akzeptor. 


a) Normalversuche. 


Wird die Adenosintriphosphorsiure Curch Abfangen mit Glucose 
entfernt, so schreitet die Reaktion weiter und nahezu bis zur volligen 
Hydrierung der vorgelegten Cozymase fort. Eine Anzahl von Versuchen 
zum Beleg der Gleichung (4) sind schon in unserer vorangehenden Arbeit 
veroffentlicht!. Die Aquivalenz von Phosphatveresterung und Co- 
zymasehydrierung war in der Regel befriedigend, und wenn keine iiber- 
schiissige Hexosediphosphorséiure vorhanden war, nahm die Veresterung 
bei Reoxydation der hydrierten Cozymase mit Acetaldehyd [ Gleichung (5)]} 
nicht mehr zu. In den neu ausgefiihrten Versuchen mit dem Manometer- 
gefaB (Abb.2) war auch das Postulat befriedigend erfiillt, daB der negative 
Druck nach Zusatz von Acetaldehyd die Halfte des positiven Druckes 
wahrend der Hydrierungsphase ausmachte. Stets wurde n 40 NaF 
zugesetzt. Da dann nur Hexosemonophosphorsiure und Phospho- 
glycerinsaiure auftreten, so betragt der schwer hydrolysierbare Ester 
das Doppelte des veresterten anorganischen Phosphats (s. Tabelle II). 
Der Verlauf von Versuch 4a und 4b ist auch in Abb. 6 wiedergegeben. 
Es folgt somit, daB die Beziehung: Mol anorganisches Phosphat ver- 
estert = 2 Mol schwer hydrolysierbares Phosphat entstanden = Mol 
Cozymase hydriert, genau giiltig ist. 


Tabelle Il. Reaktionskoppelung nach Gleichung (4). 
Je 15 mg B-Protein, n/40 NaF, Adenylpyrophosphorsaiure mit 30 y 
Pyro-P,O,; auf 3cem Giartestlésung. 
A. Versuchsdaten. 


a Vor Acetaldehydzusatz, b nach Acetaldehydzusatz. 








Zusiitze mg P.O; 
See oes emm CO, esters ialialt 
: Pot emm CO, geschwunden  anorga- schwer 
“23 mg meg F 2 Os Cy ep gebildet nach nisches _ hydrolysier- 
Glucose 1i , ai t mg 5s Acetaldehyd Phosphat barer Ester 
ast dan Min. verestert gebildet 
] 2.0 5 55 13 0 
2 8 2,0 5 55 211 0,32 0,64 
3 8 2,0 5 50 240 0,40 0,77 
4a* 8 0,5 15 40 25% 0,33 
b 40 +10 127 0,33 
5a 8 0,5 15 55 289 0,33 0,80 
b 47+12 285 138 0,31 0,80 


* Ohne NaF. 


1 Siehe diese Zeitschr. 293, 334, 1937, Tabeile V. 








102 O. Meyerhof, P. Ohlmeyer u. W. Mohle: 


B. Umsatz in 10-* Mol. 





Zusitze Endwert Phosphat- 
hydrierter Cz Schwer Base nach _veriinde- - 
SRY Emaar rrr Phosphat hydrolysier- Acet- rung nach 
Absorp- verestert barer Ester aldehyd- Acet- 
Hexose- Cozymase || _™an0- 7 ons: gebildet zusatz aldehyd- 
diphosphat . metrisch neamune zusatz 
2 14,3 7,0 45 4,2 4,5 9,0 
3 14,3 7,0 5,35 5,6 10,9 
4\b 3,6 21 5,35 47 5,7 0 
5b 3,6 21 6,05 4,7 11,2 6.15 (+ 0,2) 





Abb. 6. Manometrisch und chemisch ge- 
messener Umsatz nach Gleichung (4), Ta- 
belle IT, Versuch 4. 

Verlauf des CO,-Druckes. 

— Gang der Phosphatveresterung in 
mg P,O, (fiir das Auftreten von 
zwei Siiurediquivalenten berech- 








net: 224emm CO, 0,355 mg 

| 20 P,O;). 
oe | PETE. 2“5 Die Phosphatveresterung ist diquimole- 
[cetaldetya ~  kular der Hydrierung der Cozymase und 
| G7 iindert sich nicht mehr nach Zusatz des 
aoe Acetaldehyds, weil die Hexosediphosphor- 


| siiure im Unterschu8 verwendet ist und 
| ly daher die Cozymase nach Reoxydation 
7 W 7) W Min 30 nicht mehr weiter reagiert. 











b) Hemmung der Reaktion durch J odessigsdure'. 

Die Trennung der Hvydrierungs- und Reoxydationsphase erlaubt 
die Feststellung, in welcher von keiden die Hemmung der Oxydo- 
reduktion durch Jodessigsaure?, die als Ursache der garungshemmenden 
Wirkung derselben® erkannt worden ist, angreift. Tatsichlich geschieht 
sie in beiden. Da der Hemmungsvorgang das Fermentprotein und nicht 
die Cozymase betrifft, so wurde wegen des langsamen Einsetzens der 
Hemmung das B-Protein 50 bis 55 Minuten mit der Jodessigsaure 
inkubiert. Die Hemmung in der Hydrierungsphase war etwa ebenso 
groB wie in der Oxydationsphase‘?. 


1 Diese Versuche sind von O. Meyerhof bereits in der Sitzung der 
Physiological Society, London, am 13. November 1937 vorgetragen worden. 
— 2 0. Meyerhof u. W. Kiessling, diese Zeitschr. 264, 40, 1933; 267, 313, 
1933. — 8 EF. Lundsgaard, diese Zeitschr. 220, 8, 1930. — 4 In einer 
vorlaufigen Mitteilung in der ,,Nature‘‘ 40, 806, 1937, kommt M. Dixon 
zu einem scheinbar entgegengesetzten Ergebnis. Durch m/3000 Jodessig- 
siure soll die ,,Alkoholdehydrase‘* 92°, dagegen die ,,Triosephosphor- 
sduredehydrase“ nur 5% gehemmt werden. Erst durch m/300 werden 
beide nahezu komplett gehemmt. Daraus wird geschlossen, daB Jod- 
essigsiure bei der Reduktion des Acetaldehyds angriffe. Sieht man 
davon ab, da bei progressiver Hemmung ein quantitativer Vergleich 
sehwer durchfiihrbar ist, so ist, wie unsere Arbeit zeigt, nicht die direkte 
Oxydation von Triosephosphorsaéure, sondern die mit der Phosphorylierung 
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Infolge der grofen Zahl der ReaktionsteilInehmer steigt die Ge- 
schwindigkeit des Umsatzes im allgemeinen langsamer als die Kon- 
zentration des Fermentproteins. Erst bei kleinen Proteinkonzentrationen 
bekommt man eine annahernde Proportionalitaét. Auch dann hangt 
aber die Jodessigsaurehemmung von der Aktivitat des Fermentproteins 
ab, und da sie ferner progressiv und bei Verdiinnung teilweise reversibel 
ist, von der Dauer der Vorbehandlung des Proteins, der Dauer des 
Versuchs selbst und der 





Verdiinnung der Jod-  .»3 a a 
essigsiurekonzentration |) memes +I —_ 


durch die Zusatze. Bei In- 
kubierung des B- Proteins 
(4 mg) fiir 55 Minuten in 
5.10-4 mol. — Jodessig- 
siure, 1,7.10-% und 
5.107% und nachfolgen- 
der Verdiinnung eines | 
solchen Ansatzes aufs ““ 
Zehnfache, ergaben sich 
fiir die Hydrierungsreak - 
tion nach Gleichung (4) 
die in Abb. 7 dargestellten 
Kurven. Legt man die 
Zeiten gleichen Umsatzes 














. : . 0 20 40 60 Min. 80 
(bis zu einem Drittel des 

Abb. 7. Hemmung der Hydrierung der Cozymase nach 
Gleichung (4) durch Jodessigsiure, Umsatz von 2 mg 


Maximums) zugrunde, so 











wirde die Hemmung bei Cozymase in 1,1 cem. 
e. r : i g -Protei 
der schwichsten Konzen- i @ <a se Seen. 
: Il: ¢ mit 2mg B-Protein 
tration etwa 66%, be- ll: oO O mit 1 mg B-Protein. 
“s es see Jodessigsiiurevergittung 
tragen und fiir die héchste ea ; bas we 5 10-* wel, 
Konzentration nahezu Jodessigsiiure inkubiert 
- ° » ™ - Ib: > x ebenso, 1.7.10 3 mol. Jodessigsiiure 
vollstandig sem. Die Kur- Ic: * ¥ ebenso, 5.10-3 mol. Jodessigsiure. 


ven fiir die Halfte und 

ein Viertel des B-Proteins entsprechen aber nicht denjenigen, die durch 
Jodessigsiurehemmung erzielt werden kénnen, eben wegen der Pro- 
gressivitat dieser Hemmung. 


gekoppelte Oxydation die fiir die Geschwindigkeit der Garung mabgebliche 
Reaktion und diese ist gegen Jodessigsiiure sehr empfindlich. Ferner 
verlauft die Reoxydation der hydrierten Cozymase durch Acetaldehyd mit 
gleichen Mengen Fermentprotein auSerordentlich viel rascher als die mit 
der Phosphorylierung gekoppelte Hydrierung und deshalb ist selbst bei 
gleicher Hemmbarkeit beider Reaktionen fiir die Hemmung des Gesamt- 
verlaufs diejenige der Hydrierungsphase entscheidend. Vgl. auch D. E.Green, 
D. M. Needham, I.G. Dewan, Biochem. Journ. 31, 1937, 8. 2327, insbesonders 
S. 2345. 
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Der EinfluB der Jodessigsiure auf die Oxydation hydrierter Co- 


zvymase mit Acetaldehyd ist in den beiden Abb. 8 und 9 dargestellt; in 
Abb. 8 ist eine spektrographische Aufnahme wiedergegeben, wo zunachst 
der Umsatz nach Gleichung (4) zu Ende gebracht, die Lésung auf- 
gekocht und neues B-Protein mit Acetaldehyd zugesetzt ist; wahrend 
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Abb. 8. Zeitliches Verschwinden der Absorptionsbande hydrierter Cozymase, die durch Umsatz 

nach Gleichung (4) entstanden ist, durch Zusatz von B-Protein und Acetaldehyd. Negativ. Obere 

Halfte: Oxydation in Abwesenheit von Jodessigsiiure (15mg B-Protein). Bei —» 2 mg Acetaldehyd 

zugesetzt. Untere Hiilfte: 15 mg B-Protein zugesetzt, 55 Minuten in n 80 Jodessigsiure inkubiert, 
bei —» 2 mg Acetaldehyd zugesetzt. Vergleichsspektrum bei 10°, Sektoréffnung. 


in dem Vergleichsansatz die Reaktion in 2', Minuten zu Ende ist, 
dauert sie in mit 2.10-%n Jodessigsiure inkubiertem B-Protein 
8 Minuten. Die hier benutzte B-Proteinmenge ist jedoch zur genaueren 
Bestimmung der Hemmung zu grob. Infolgedessen wurde ein genauerer 
manometrischer Versuch unter Benutzung viel kleinerer Mengen 
B-Protein mit reiner hydrierter Cozymase angestellt, der in Abb, 9 
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wiedergegeben ist. Je 0,6 mg B-Protein in 1 cem werden in 2,5 .10-4, 
1,2.10-3 und 5.10-n Jodessigsiure inkubiert. Hier wurde dafiir 
gesorgt, daf8 durch den Zusatz von Cz H, und Acetaldehyd nur eine ganz 
geringfiigige Verdiinnung eintrat. Bei Berechnung auf die Zeit gleichen 
Umsatzes betrigt die Hemmung fiir die kleinste Konzentration etwa 
66 °,, fiir die héchste iiber 90 %, 
































. ° ° 4/ 
andererseits kommt mit einem ry 
ee 2 mm 
Viertel der verwendeten Protein- Mi 
. ‘ o ) ot 
menge die Hydrierung _ iiber- . 
haupt nicht mehr zustande. 
c) Hemmung durch Sauerstoff. ~45 
Der katalytische Umsatz nach t 
der Reaktionsgleichung (1) wird CO, 
durch Sauerstoff in keiner Weise JO 
beeinfluBt. Es ist also kein an 
dem Umsatz beteiligtes Ferment- 
-4 
system autoxydabel. Trotzdem ‘ 
wird die Hydrierung der Cozy- 
mase nach der stéchiometrischen - 
Gleichung (4) durch Sauerstoff Y JO 60 90 Min. 120 
gehemmt. Dies beruht auf der Abb. 9. Hemmung der Oxydation von CzH, 
P E r, . mit Acetaldehyd durch Jodessigsiiure. Mano- 
Bildung von W asserstoffsupe r- metrische Messung, je 3 mg Na,(CzH,), 2 mg 
oxyd, von dem bereits kleine Acetaldehyd. 
Spuren die Hydrierung hemmen ee Oe coe 
SE >. ‘ £ Ee -@ © 0,15 mg B-Proteinin 1,1 cem. 
und eine Reoxydation hydrierter Il: _j)———() Ansatz ohne B-Protein mit 
. mA ’ 5.10-° n Jodessigsiure. 
Cozymase herbeifiihren. Der ~~~ ~~ Jodessigsiiurevergiftung. 
EinfluB des Sauerstoffs wird la: +---+ 0,6mg_ B-Protein mit 2,5 
% - Z .10-4 Jodessigsiiure, 55 Mi- 
ebenso wie derjenige von H,O, nuten inkubiert. 
durch Zusatz von Katalase be- cepiias eiTn: pte sok nents 
seitigt. Da H,O, erst allmahlich le: *-—— 5.10-3 Jodessigsiiure ebenso. 


auftritt, so verlauft in .den 

ersten Minuten die Hydrierung von Cozymase in Sauerstoff oder Luft 
ebenso wie in Stickstoff, bleibt dann aber stehen oder kehrt sogar um, 
indem die anfangs hydrierte Cozymase reoxydiert wird. Hierfiir diirfte 
der Gehalt des B-Proteins an Spuren von gelbem Ferment verant- 
wortlich sein. Wenn namlich das gelbe Ferment durch die hydrierte 
Cozymase reduziert worden ist, nach der Gleichung (F = gelbes 


Ferment . , 
F + CzH, = FH, + Cz, (6) 
so wird das Leukoferment von Sauerstoff reoxydiert nach der Gleichung 
O, + FH, = H,0, + F'. (7) 


1 0. Warburg, W. Christian u. A. Griese, diese Zeitschr. 282, 157, 1935. 


i* 








a aoe 


O. Meyerhof, P. Ohlmeyer u. W. Mohle: 


Im katalytischen Ansatz, in Gegenwart von Acetaldehyd, ist die 
Konzentration hydrierter Cozymase zu gering, um das gelbe Ferment 
zu reduzieren, so da die Unschadlichkeit des Sauerstoffs in dieser 
Anordnung erklarlich ist. Bei Uberschu8 hydrierter Cozymase wird 
dagegen das nach (7) reoxydierte gelbe Ferment immer wieder nach (6) 
in Reaktion treten und so geniigend H,O, zur Reoxydation von CzH, 
liefern. Es ist deshalb davor zu warnen, derartige Versuche zur Er- 
klarung der Pasteurschen Reaktion benutzen zu wollen. 
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Abb. 10. Hemmung der Hydrierung der Cozymase nach Gleichung (4) durch O, und H,0O,. Je 
3,2 mg Cozymase, 1,7 mg P,O,-Hexosediphosphat, 8 mg Glucose. 














lI: @ @ Ansatz ohne Cozymase. 
Il: o o mit Cozymase in N,/10% CO,. 
Il: + + dasselbe, mit 447 H,O, (= 15 cmm Q,). 
IV: (——_) mit 447 H,O, + 0,6 mg Leberkatalase. 
Vs x x dasselbe mit 227 H,O, (= 7,5cmm QO,). 
VI: A-~--A  Ansatz mit Cozymase in 1% O, in N, + 10% CO, 


VI: Q---q@ Ansatz mit 5% O,in N, + 10% CO,. Die Umkehr des manometrischen Druckes 
beruht auf der Reoxydation der hydrierten Cozymase durch H, Oy. 


Die Versuche sind in Abb. 10 und 11 und Tabelle III wiedergegeben. 
Ubrigens enthalt schon das B-Protein etwas Katalase, aber nicht genug, 
um das H,O, vollstindig zu zerstéren. Wie der Versuch Tabelle III und 
Abb. 10 zeigen, beseitigt Katalase den Effekt des H,O,, der sich schon mit 
10 y/l cem bemerkbar macht. Dabei ist durch Anwesenheit von weifem 
Phosphor im Einsatz dafiir gesorgt, daB der abgespaltene Sauerstoff ge- 
bunden wird. 
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DaB der Sauerstoff nicht nur die Hydrierung hemmt, sondern daB 
nachher ein Riickgang, der auf die Reoxydation hydrierter Cozymase 
zu beziehen ist, eintritt, zeigt Ansatz d, Tabelle III. Manometrisch 
laBt sich die absolute Menge reoxy- , 




















, mm : 
dierter Cz H, (s gl. Abb. 11) 8 hlec ht 193 ht 
berechnen. Wie aber die Aktivitats- > 

' 
bestimmung nach Euler zeigt, ist AAS 
° e . ¢ ° 200'+— Li 
nahezu die ganze, in den ersten 13 Mi- / 
nuten hydrierte Cozymase in den 
folgenden 80 Minuten  reoxydiert 150 / — 
° y 4 i: Pn, 
worden. Mit Katalase, wo die Hy- | mini 
drierung anfangs vollstandig ist, ist 0, ics 
2 od * , 100 1 } 
auch ein kleiner Riickgang einge- ts 
treten, der aber offenbar mit dem H 
allmahlichen Unwirksamwerden des 50 , 
Katalasepriparats zusammenhangt. 
Als Katalase diente nach Stern und ; 
Battelli! gereinigte Leberkatalase. - ” 45 Hin. 
Die Grenze der O,-Hemmung lag in Abb. 11. Hemmung der Hydrierung 
é Vv 0 der Cozymase durch 90% O,(+ 10% 
unseren Versuchen unter 1%. Che- CO,). Versuch der Tabelle [1. 
misch ist das so gebildete H,O, nicht i: s © Unsets tm N,/CO, 
: . ‘we (Ansatz a). 
nachweisbar, offenbar, weil es direkt II: 0 o Umsatz in 0,/CO, 
mit der hydrierten Cozymase weiter scare 
p . . Ill; x———x Umsatz in 0,/CO, 
reagiert. + 0,6 mg Leberka- 


talase (Ansatz e). 


Tabelle III. Hemmung des Umsatzes durch O, und H,Q,. 
In jedem Ansatz 7 mg Cozymase (82%, Praparat 37), 4mg Glucose, 2,4 mg 
P,O, Hexosediphosphorséure, 2,5. 10~?n NaF, Adenosintriphosphorsaure 
mit 20 » P,O;, 30 mg B-Protein, mit Gartestlésung auf 3 ecm. 





a z ie a S |mg Cz aus Aktivitits- 
Sa = ra) = We bestimmung 
Ansatz Gas Zusiitze £3 s& be a aes e mx 
ES oe 5 7 = oe = 
s¢/2/)8 |] a] 8 | S38) ge 
s N a a: ¥ ES 
N ~ i} °° ~ 
a |N,+10% CO, 13 235 3,7 
an - 93 309 4,9 | 5,05 1,4 6,0 
b | ~ H, 0, 0,18 93 47 0,7 | 05 6,2 5,6 
¢ . SR Sf gaia ew pes § 8 
4+. Katalase | 0,6 93 | 307 | 49 4,7 | 1,35) 60 
d |0,+10% CO, 13/177) 28 | 26 5,7 
7 93 75 0,4 5.25, 5,6 
e Ds Katalase 0,6 13 | 260; 4,1 | 4,9 | 1,95: 6,7 
. a 93 285 + 45 13,1 3,55 6,6 


1 C. Oppenheimer u. L. Pincussen, Die Methodik der Fermente, 8. 1373. 
Leipzig, Thieme, 1929. 
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Ein geringer EinfluB des Sauerstoffs ergab sich manchma! bei schwacher 
wirksamem B-Protein in der Richtung, daB die Oxydation der Triosephos- 
phorséure zu Phosphoglycerinséiure in Abwesenheit von Glucose unter 
gleichzeitiger Hydrierung der Cozymase durch Spuren von Sauerstoff 
beschleunigt wurde. Dieses Verhalten war, wie iiberhaupt eine ,,Spontan- 
oxydation’* von Triosephosphorsiure in Abwesenheit von Phosphat- 
akzeptor, nur bei weniger wirksamem, aber auch wahrscheinlich weniger 
einheitlichem B-Protein bemerkbar. Worauf dies zuriickzufiihren ist, 
miissen wir dahingestellt sein lassen. 

IV. Welche Triosephosphorsiure reagiert mit Cozymase? 

Nach der Entdeckung der Zymohexasereaktion von O. Meyerhof 
und K. Lohmann' und der Auffindung der gekoppelten Reaktion (2), 
war der bis dahin ausstehende Beweis geliefert, daB die Triosephosphor- 
siure die mit Cozymase reagierende ,, Reaktionsform‘ des Zuckers ist. Da- 
gegen blieb noch zu beweisen, daB diese Rolle der d-Glycerinaldehydphos- 
phorsaure zufallt, die vom strukturchemischen Stand punkt aus als Mutter- 
substanz der Phosphoglycerinsiure den Vorzug verdient. Nachdem die 
Zymohexasereaktion als Aldolasespaltung aufgekliart werden konnte2 

Hexosediphosphorsaure == Dioxyacetonphosphorsaure 

Glycerinaldehyd-3-Phosphorsaure == Dioxyacetonphosphorsaure 
und andererseits bewiesen wurde, daB die (—)-3-Phosphoglycerinsaure 
zur d-Reihe gehoért*, ist diese Méglichkeit ohne weiteres gegeben, da die 
im Gleichgewicht in geringer Menge (gegen 5 °%,) vorhandene Glycerin- 
aldehydphosphorsiure bei Verbrauch dauernd nachgebildet werden 
muB. Die Frage ware eindeutig zu lésen, wenn nach Entfernung der 
Zymohexase noch Glycerinaldehydphosphorsaéure, aber nicht mehr 
Dioxyacetonphosphorsiure mit Cozymase reagierte. Dieser Beweis ist 
bisher nicht gefiihrt. Nach kiirzlich ver6éffentlichten Versuchen von 
Euler’ soll in manchen Hefepraparaten noch Dioxyacetonphosphor- 
siure, aber nicht mehr Hexosediphosphorsiure mit Cozymase reagieren 
kénnen. Das ist mit der obigen Annahme vereinbar, da die Aldolase, 
die fiir die Bildung der Triosephosphorsaéure verantwortlich ist, mit der 
Isomerase, die Triosephosphorséuren ineinander umwandelt, nicht 
identisch sein wird. Indes sagt dieser Befund dann nichts itiber 
die Natur der aktiven Triosephosphorsdure aus. Wir hatten gehofft, 
die Zymohexase auf Grund der Feststellung abtrennen zu kénnen, dab 
der isoelektrische Punkt dieses Ferments im Muskelextrakt bei px 6,8 
gelegen ist, dagegen fiir die anderen Fermente des glykolytischen 
Komplexes bei etwa py 5. Die Kataphoresemessung im T'heorellschen 
Apparat zeigte aber, daB die Zymohexase aus Hefe einen isoelektrischen 
Punkt bei etwa 5,4 besitzt und kei py 6,8 schon deutlich anodisch 
wandert. Hierbei ergab sich jedoch gleichzeitig, dab der Zymohexase- 


ETRE 


! Diese Zeitschr. 271, 89, 1934. — 2? O. Meyerhof, K. Lohmann u. 
Ph. Schuster, ebenda 286, 319, 1936. — *® W. Kiessling u. Ph. Schuster, 
Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 71, 123, 1938. — 4 H. v. Euler, E. Adler u. 


S. Kyrning, Zeitschr. f. phys. Chem. 242, 215, 1936. 
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gehalt des B-Proteins relativ gering und wechselnd ist, im allgemeinen 
parallel mit der Gesamtwirksamkeit. In Fallen von schlechter wirk- 
samem B-Protein, besonders nach langerem Stehen in Lésung, ist nun 
die Geschwindigkeit der Angirung der Glycerinaldehydphosphorsaure 
betrachtlich gréBer als diejenige von Hexosediphosphorsaure. Dieser 
Unterschied gleicht sich je nach der Menge und Beschaffenheit des 
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Abb. 12. Angiirungsgeschwindigkeit von 3-Glycerinaldehydphosphorsiure und Hexosediphosphor- 
siiure in Gegenwart von Glucose [Gleichung (4)] mit gealtertem B-Protein. Alle Ansiitze mit 8 mg 
Glucose, 6 mg Cozymase und 1,5 mg P, O;-Hexosediphosphat bzw. 3,0 mg P20; racemischem Glycerin- 
aldehydphosphat, n/50 NaF, 30 y Pyro-P,O, (Adenosintriphosphat), 15 mg B-Protein. 
—— Versuch mit B-Protein, das nach Auflésung in Wasser etwa 6 Stunden bei Zimmer- 
temperatur und anschlieBend 18 Stunden im Eisschrank aufbewahrt war. 
---- Versuch mit B-Protein, das noch 24 Stunden linger im Eisschrank aufbewahrt war. 








la: @ @ ohne Cozymase, mit Hexosediphosphat my 4 

Ib: x———x ohne Cozymase, mit Glycerinaldehydphosphat | 74 Stunden altes B-Protein. 
Ila: o o mit Cozymase und Hexosediphosphat eg ’ os 
IIb: +——+ mit Cozymase und Glycerinaldehydphosphat | 24 Stunden altes B-Protein. 
Illa: -~—-—-—-— mit Cozymase und Hexosediphosphat | ? . 
IIIb: —~-—~- mit Cozymase und Glycerinaldehydphosphat | 48 Stunden altes B-Protein. 


Der Unterschied der Angirungsgeschwindigkeit nimmt mit Altern des B-Proteins zu. 


Fermentproteins innerhalb verschiedener Zeit (10 bis 40 Minuten) aus. 
Ein derartiges Beispiel ist in Abb. 12 abgebildet. Dies muB so gedeutet 
werden, da®B bei geringem Zymohexasegehalt die Bildung der Glycerin- 
aldehydphosphorsaure aus Hexosediphosphorséure anfanglich unzu- 
reichend ist und erst allmahlich auf eine solehe Héhe kommt, um nicht 
mehr der kontrollierende Faktor der Reaktionsgeschwindigkeit zu sein. 
Dagegen ist von uns noch nicht gepriift worden, ob sich Dioxyaceton- 
phosphorsaure im gleichen Ansatz ebenso wie Glycerinaldehydphosphor- 
sdiure oder vielmehr wie Hexosediphosphorséure verhailt?. 

1 Anm. bei der Korrektur: Nachtragliche Versuche ergeben das erstere ; 
eine Entfernung der Isomerase gelingt nicht. 
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Zu den Versuchen diente synthetische Glycerinaldehydphosphorsaure, 
die von W. Kiessling nach der Vorschrift von H.O. L. Fischer und E. Baer 
hergestellt war. Die Substanz konnte nur etwa 8 Tage nach der Herstellung 
verwandt werden, weil der Gehalt an Methylglyoxal langsam steigt und dann 
auch in Abwesenheit von Cozymase Saéure gebildet wird. Bei dem wieder- 
gegebenen Versuch war dies noch nicht der Fall, erst nach 30 Minuten 
beginnt eine geringfiigige spontane Séurebildung (Kurve lb im Vergleich zu 
la). Es wurde stets die doppelte Menge racemische Glycerinaldehyd- 
phosphorséiure wie Hexosediphosphorséure verwandt. 

Der Effekt der Glycerinaldehydphosphorsiéure bei der Angarung 
ist um so deutlicher, als im stationiéren Zustand bei gut wirksamem 
Fermentprotein ihr Umsatz langsamer als der von Hexosediphosphor- 
siure ist, was auf eine geringe Hemmung durch die unbiologische 
Komponente zuriickgefiihrt werden kann. Diese Versuche machen es 
immerhin wahrscheinlich, daB die Glycerinaldehydphosphorséure der 
reagierende Trioseester ist. 


V. Die Aufhebung der Koppelung durch Arseniat. 


Die Beschleunigung der Aufspaltung der Hexosediphosphorsaure 
durch Arseniat beruht, wie die Versuche von O. Meyerho/, W. Kiessling 
und W. Schulz ergaben, auf der Aufhebung der Koppelung zwischen 
der Oxydoreduktion und der Phosphataufnahme des Adenylsaure- 
systems!, wobei die Geschwindigkeit des Zerfalls derjenigen entspricht, 
die sonst nur mit Hilfe dieser Koppelung erzielt wird. Hierbei sind zwei 
Teilvorgange zu unterscheiden: 1. Beschleunigte Bildung der Phospho- 
glycerinsiure aus Triosephosphorsdéure, wie sie sonst nur bei gleich- 
zeitiger Phosphatumesterung auf Adenosindiphosphorsaiure bzw. auf 
dem Wege iiber diese auf Glucose erreicht wird. 2. Beschleunigte Auf- 
spaltung der Phosphobrenztraubensiure in Brenztraubensdure und 
anorganisches Phosphat, analog derjenigen, die Sonst durch die gleiche 
Phosphatumesterung auf Adeninnucleotid bzw. iiber dasselbe auf 
Glucose erzielt wird. Wahrend fiir die erste Wirkung die Cozymase mit 
ihrem Tragerprotein (B-Protein) hinreichend ist, muB fiir die zweite 
Wirkung auBer der Adenylsiureverbindung noch das fiir die Um- 
esterung erforderliche Tragerprotein (A-Protein) und schlieBlich auch 
noch das ganze intakte Oxydoreduktionssystem (Cozymase und Hexose- 
diphosphorsaiure) anwesend sein. 

Es laBt sich leicht zeigen, daB das Arseniat ausschlieBlich in der 
Hydrierungsphase der Cozymase angreift und daB daher diese in Gegen- 
wart von Arseniat lautet 


| Triosephosphorsaure +- 1 Cz 
= | Phosphoglycerinsiure + 1 CzH,. (8) 


1 In derselben Weise deuten auch D, M. Needham u. R. K. Pillai ihre 
an dialysiertem Muskelextrakt ausgefiihrten Versuche. Biochem. J. 31, 
1837, 1937. 
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Die Reoxydation der hydrierten Cozymase durch Acetaldehyd wird von 
Arseniat in keiner Weise beeinfluBt. Wie Abb. 13 zeigt, wird in Gegen- 
wart von Arseniat die Cozymase ebenso rasch und vollstandig durch 
Hexosediphosphorséure hydriert, wie sonst nur in Gegenwart von 
Glucose (Kurve IV, V und VI). Bemerkenswerterweise ist dabei 
2,5 .10-> mol. Arseniat bereits maximal wirksam, bei einer Cozymase- 
konzentration von 2,5.10-% mol., woraus klar hervorgeht, daB das 
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Abb. 13. Hydrierung der Cozymase durch Triosephosphorsiiure in Gegenwart von Arseniat [Glei- 
chung (8)]. Je -25 mg B-Protein in 3,3 cem. 
I: @ @ 2,4mg P,O, Hexosediphosphat, 4,7 mg Cozymase, kein Arseniat. 
Il: »—-~——x 2,4mg P,O,; Hexosediphosphat, 9,5 mg Cozymase, 5. 10-4 Arseniat. 
ill: +—+ 0,8 mg P,O, Hexosediphosphat, 9,5 mg Cozymase, 5. 10-4 Arseniat. 
© 2,4mg P,O,; Hexosediphosphat, 4,7 mg Cozymase, 5. 10-4 Arseniat. 
: O 2,4mg Hexosediphosphat, 4,7 mg Cozymase, 2,5. 10-5 Arseniat. 
VI: A----A 2,4mg P,O, Hexosediphosphat, 4,7 mg Cozymase, kein Arseniat, dafiir 8 mg 
Glucose und 22 y Adenylpyrophosphat. 
Kurven IV, V und VI fiihren mit annihernd gleicher Geschwindigkeit zum selben Endwert, der 
dem theoretisch erwarteten nahezu entspricht: fiir 4,7 mg Cozymase = 7. 10-6 mol,., theoretisch 
14. 10-6 mol. = 313cmm CO,. Ohne Retention gefunden 250cmm, mit Retentionsfaktor 1,2: 
300 emm CO,. 


Arseniat nur mit einem geringen Teil der Cozymase gleichzeitig reagieren 
kann, offenbar demjenigen, der an das Fermentprotein gebunden ist. 
In manchen Versuchen gelingt es nicht, besonders, wenn noch Fluorid 
zugegen ist, denselben Endpunkt wie mit Glucose und katalytischen 
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Mengen Adenylpyrophosphorséure zu erreichen. Dies liegt an der 
Empfindlichkeit des enzymatischen Systems in Gegenwart von Arseniat. 
Niemals aber fiihrt diese Reaktion zu einem meBbaren Gleichgewicht. 
Versetzt man einen Ansatz von B-Protein und hydrierter Cozymase 
mit Phosphoglycerinsiure und 10-4 mol. Arseniat, so findet keinerlei 
manometrisch und spektroskopisch nachweisbare Reaktion statt. Das 
Gleichgewicht liegt also ganz einseitig nach der Seite der Oxydation 
der Phosphoglycerinsiure. Dies ist von groBer Wichtigkeit, indem es 
zeigt, dab, wenn die Koppelung mit der Phosphataufnahme gelést ist, 
bei stéchiometrischen Mengen Cozymase und Triosephosphorsiure die 
Hydrierung der Cozymase vollstandig ist. Auf die thermodynamischen 
Konsequenzen dieses Befundes wird in der nachsten Arbeit eingegangen. 


Zusammenfassung. 


Der Zusammenhang zwischen der Oxydoreduktion und der Auf- 
nahme von anorganischem Phosphat bei der Garung ist zuriickzufiihren 
auf eine Koppelung zwischen der Hydrierung der Cozymase durch 
Triosephosphorsaure und der Phosphataufnahme durch das Adenyl- 
siuresystem, insbesondere Adenosindiphosphorsiéure. Pro 1 Mol 
hydrierter Cozymase wird 1 Mol Phosphat von Adenosindiphosphor- 
siure verestert, und zwar so lange, bis ein Gleichgewicht zwischen 
Cozymase, Dihydrocozymase und dep iibrigen Komponenten erreicht 
ist. Die Oxydation der CzH, durch Acetaldehyd oder Brenztrauben- 
siure und ebenso umgekehrt die Hydrierung von Cozymase durch 
Alkohol oder Milchséure ist von einer Phosphorylierung des Adenyl- 
siuresystems vollstandig unabhangig. 

Bei der Oxydation reiner hydrierter Cozymase im Fermentansatz 
durch Acetaldehyd wird pro Mol genau 1 Mol Base gebildet. Das px der 
bei der Hydrierung entstehenden neuen Saurevalenz der Cozymase 
ist < 3. 

Auch in Gegenwart von Glucose ist die Phosphorylierung auf dem 
Wege tiber das Adenylsiuresystem fest gekoppelt mit der Hydrierung 
der Cozymase, Durch Jodessigsiure wird diese gekoppelte Reaktion 
ebenso stark gehemmt wie die Reoxydation der Cz H, mit Acetaldehyd. 
Durch Sauerstoff wird die Hydrierungsreaktion ebenfalls progressiv 
gehemmt und sogar die hydrierte Cozymase wieder reoxydiert, was auf 
die Bildung von Wasserstoffsuperoxyd zu beziehen ist. Dieser diirfte 
sein Entstehen der Anwesenheit von etwas gelbem Ferment im B- Protein 
zu verdanken haben. 

Durch Arseniat wird die Koppelung zwischen der Hydrierung der 
Cozymase und der Phosphataufnahme durch das Adenylsduresystem 
gelést, ohne daB die Geschwindigkeit der Hydrierung sich dabei andert. 
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Uber die Koppelung zwischen Oxydoreduktion und Phosphat- 
veresterung bei der anaeroben Kohlenhydratspaltung. 
Il. Mitteilung: 
Die Koppelung als Gleichgewichtsreaktion. 
Von 
0. Meyerhof, P. Ohimeyer und W. MoOhle. 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
medizinische Forschung in Heidelberg.) 
(Eingegangen am 11. April 1938.) 

Mit 3 Abbildungen im Text. 


Bereits in unserer friiheren Arbeit tiber die Reaktionskoppelung 
zwischen der Hydrierung der Cozymase und der Phosphataufnahme 
des Adenylsduresystems ist darauf hingewiesen worden, daB es sich 
um eine Gleichgewichtsreaktion handelt'!. Dies war aus der Abhangig- 
keit des jeweils erreichten Endzustandes von der Konzentration der 
Reaktionsteilnehmer geschlossen worden. Beseitigt man die Adenosin- 
triphosphorsiure durch Umphosphorylierung auf Glucose und stellt 
damit die Ausgangskonzentration der Adenosindiphosphorsaéure wieder 
her, so schreitet die Reaktion bis zu vollstandiger Hydrierung der 
Cozymase fort. Auf diese Weise kénnen katalytische Mengen Adenin- 
nucleotid (wenige y) in Gegenwart von Glucose die Hydrierung nahezu 
beliebiger Mengen Pyridinnucleotid herbeifiihren. Beseitigt man das 
Dihydropyridinnucleotid durch Oxydation mit Acetaldehyd und stellt 
so die Ausgangskonzentration des Pyridinnucleotids wieder her, so 
kann man mit katalytischen Mengen Cozymase (einige y) nahezu be- 
liebige Mengen Adenosindiphosphorsaéure zu Adenosintriphosphorsaure 
phosphorylieren. Benutzt man sowohl einen Phosphatakzeptor in 
Gestalt von Glucose, wie einen Wasserstoffakzeptor in Gestalt des 
Acetaldehyds, so erreicht man mit gleichzeitig katalytischen Mengen 
von Adeninnucleotid und Pyridinnucleotid die vollstaéndige Oxydation 
der als Hexosediphosphorsaure vorgelegten Triosephosphorsdéure zu 
Phosphoglycerinsaure unter Veresterung der Glucose zu Hexosemono- 
phosphorsaure [Gleichung (1) der voranstehenden Arbeit}. 

Ein noch direkterer Beweis fiir die Umkehrbarkeit der Reaktion 
1aBt sich dadurch liefern, da man von der rechten Seite der Koppelungs- 
reaktion (2) der voranstehenden Arbeit ausgeht und nachweist, dab die 
Dihydro-Cozymase von Phosphoglycerinsaure unter Bildung von Triose- 





1 O,. Meyerhof, W. Schulz u. Ph. Schuster, diese Zeitschr. 298, 309, 1937. 
Biochemische Zeitschrift Band 297. 8 
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phosphorsiure oxydiert wird, wobei gleichzeitig aus Adenosintriphos 
phorsiure Phosphat abgespalten wird: 


| Glycerinaldehydphosphorsaéure + 1 Cozymase + 1 Adenosin- | 


diphosphorsaure + 1 Phosphorsaure ‘ 
== 1 Phosphoglycerinsiure + 1 Dihydro-Cozymase + 1 Adenosin- | - 

triphosphorsaure. 
Diesen Beweis liefern wir in der vorliegenden Arbeit und zeigen, dal} 
von beiden Seiten derselbe Gleichgewichtszustand erreicht wird. Dabei 
kann durch Variation der Konzentration jedes der reagierenden Molekiile 
die Gleichgewichtseinstellung im Sinne des Massenwirkungsgesetzes 
verschoben werden. 

Eine Oxydation von Dihydro-Cozymase durch Phosphoglycerinsaure 
ist schon von Euler und Mitarbeitern! angegeben worden. Allerdings kann 
es sich in den Versuchen der Autoren nicht einfach um das System Dihydro- 
Cozymase + Phosphoglycerinsiure gehandelt haben, denn wie die in 
der voranstehenden Arbeit beschriebenen Versuche mit Arseniat zeigen, 
kann ohne Energiezufuhr dieses System nicht in meBbarer Weise unter 
Bildung von Cozymase und Triosephosphorsaure reagieren. Die Autoren 
fanden aber eine Gleichgewichtskonstante 


Cz x Triosephosphorsaure - 
240, 


Cz H, x Phosphoglycerinsaure 

so daB die Reaktion vorwiegend in Richtung der Reduktion der Phospho- 
glycerinsiure verlaufen miiBte. Fir dieses Resultat konnen nur andere, 
in der Arbeit nicht beriicksichtigte Faktoren verantwortlich sein. 
Andererseits haben kiirzlich Green, D. M. Needham und Dewan? das 
von uns angegebene enzymatische System, die Oxydoreduktion zwischen 
Hexosediphosphorsaure (Triosephosphorsiure) und Brenztraubensaéure 
durch dialysierte Acetonfaillung von Muskelextrakt mit katalytischen 
Mengen Cozymase*, nachuntersucht und dabei gefunden, daB sich die 
Reaktion umkehren laBt, wenn man von den Endprodukten Milchsaure 
und Phosphoglycerinsaéure ausgeht und die entstandene Triosephosphor- 
siure nach Meyerhof und Lohmann mittels Cyanhydrinbildung abfangt *. 
Hierbei fand gleichzeitig eine Abspaltung von anorganischem Phosphat 
statt, deren Mechanismus den Autoren ratselhaft war. Tatsachlich 
liegt nun dieser ,,Umkehrreaktion‘‘ die hier beschriebene gekoppelte 
Gleichgewichtsreaktion zugrunde und die Abspaltung des anorganischen 
Phosphats, die in der beschriebenen Versuchsanordnung durch Spaltung 
der aus der Phosphoglycerinsiure entstandenen Phosphobrenztrauben- 
saure herriihrt, liefert die Energie, durch die die unfreiwillige Oxydo- 


1 H. v, Euler, E. Adler u. H. Hellstrém, Zeitschr. f. physiol. Chem, 241, 
239, 1936. — 2 Biochem. J. 31, 2327, 1937. — * O. Meyerhof u. W. Kiess- 
ling, diese Zeitschr. 288, 83, 1935; O. Meyerhof u. P. Ohlmeyer, ebenda 290, 
335, 1937. — 4 Ebenda 271, 89, 1934. 
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reduktion zwischen Phosphoglycerinsiure und Milchsaiure induziert 
wird. Man braucht zu dem angegebenen Ansatz nur, wie im folgenden 
vezeigt wird, Natriumfluorid zuzugeben, das die Bildung der Phospho- 
brenztraubenséure und damit die Phosphatabspaltung aufhebt, dann 
bleibt jegliche Reduktion der Phosphoglycerinséure aus. Andererseits 
yestattet zwar das Abfangen der Triosephosphorséure durch KCN die 
Reaktion in gréBerem Umfange in Richtung der Reduktion der Phospho- 
glycerinsdure ablaufen zu lassen, doch ist es nicht unentbehrlich. Schon 
wenn man die Brenztraubensdure allein durch Semicarbazid abfangt 
oder schlieBlich sogar alle Abfangmittel weglaBt, so erhalt man noch, 
bei geeigneter Konzentration der Reaktionsteilnehmer, eine Reduktion 
der Phosphoglycerinsiure, vorausgesetzt, daB ein Phosphatdonator im 
UberschuB vorhanden ist, dessen Spaltung die induzierende Reaktion 
dafiir ist. Es ist daher zweckmaBig, zunaichst die Reduktion der Phospho- 
glycerinsiure in solchen katalytischen Ansétzen zu beschreiben und 
dann in den anschlieBenden Kapiteln die stéchiometrische Reaktion (2) 
im Sinne der Umkehrbarkeit zu untersuchen. Im letzten Kapitel wird 
auf Grund von Warmemessungen die Thermodynamik der Koppelungs- 
reaktion behandelt. 


I. Die Reduktion der Phosphoglycerinsiure mit katalytischen Mengen 
Cozymase. 
Fiir die Reduktion der Phosphoglycerinséure in Ansatzen von 
B-Protein gilt die Gleichung 
1 Phosphoglycerinsaéure -+- 1 Alkohol + 1 Adenosintri- 
phosphorsaure 
1 Triosephosphorsiure + 1 Acetaldehyd -- 1 Adenosindi- 
phosphorsdure + 1] Phosphorsaure. 


| (9) 


In diesem Falle kann nur Adenosintriphosphorsiure als Phosphat- 
donator dienen, weil fiir die Umphosphorylierung von Phosphobrenz- 
traubensiure mit Adeninnucleotid das Negeleinsche A-Protein be- 
notigt wiirde!, das in unseren Ansatzen fehlt. Andererseits kann Hexose- 
monophosphorsdure nicht als Phosphatquelle dienen, weil die Um- 
esterung mit Adenosindiphosphorsaure unter Riickbildung von Glucose 
aus energetischen Griinden unméglich ist. 

LaBt man aber die analoge Reaktion mit ausdialysiertem Aceton- 
pulverextrakt aus Muskulatur vor sich gehen: 

1 Phosphoglycerinsiure + 1 Milchséure + 1 Adenosintri- 
phosphorsaure 

= 1 Triosephosphorsiure + 1 Brenztraubensaure -+ 1 Adenosin- 


diphosphorsaure -+ 1 Phosphorsaure, 


1 0. Meyerhof, W. Kiessling u. W. Schulz, diese Zeitschr. 292, 25, 1937. 
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so kann in diesem Extrakt, der noch simtliche Fermentproteine enthalt, be 
die Adenosintriphosphorsiure durch einen anderen Phosphatdonator nee 
ersetzt werden, Phosphobrenztraubensaiure oder Kreatinphosphorsaure. spe 

Als phosphorylierendes Co-Ferment kann hier, neben Adeninnucleotid 
auch die Cozymase selbst dienen, nicht nur, weil die fiir die katalytische Au 
Umphosphorylierung benétigten Spuren von Cophosphorylase (etwa 1] +) = 
als Abbauprodukte in nicht vollig reinen Cozymasepraparaten vorhanden vil 
sind, sondern weil sie in geeignetem Ionenmilieu nach dem Befund von mu 
P. Ohimeyer und S.Ochoa' direkt als Cophosphorylase wirksam sein Ph 
kann. Hier lautet also die Reaktionsgleichung be 

2 Phosphoglycerinsiure (=~. 2 Phosphobrenztraubensaure ) 
+. 1 Milchsaure 

1 Triosephosphorséure + 2 Brenztraubensaure + 1 eget FT) = 
siure. Bi 
Hier stammt ein Brenztraubenséuremolekiil aus der Oxydation der ke 
Milchsdure, das zweite aus der Aufspaltung der aus Phosphoglycerin- en 
siure entstandenen Phosphobrenztraubensdure. Sperrt man den Uber- we 
gang zwischen Phosphoglycerinséure und Phosphobrenztraubensaure de 

durch n/25 NaF ab, so kommt die Reaktion (11) nicht zustande, wohl 
aber noch die Reaktion (10). Man kann aber dann die Reaktion wieder Te 
im Sinne der Gleichung (11) ablaufen lassen, wenn man zu dem Fluorid- Je 


ansatz Phosphobrenztraubensaure ‘hinzusetzt, deren Aufspaltung die 
Oxydoreduktion induziert. Ersetzt man schlieBlich in diesem Ansatz = 
die Phosphobrenztraubensdure durch Kreatinphosphorsaure, so lautet 
die Reaktionsgleichung 


1 Phosphoglycerinsaéure -+ 1 Milchsiure + 1 Kreatinphosphor- 
saure a | g 

1 Triosephosphorsaiure +- 1 Brenztraubensdure + 1 Kreatin | i) 1 
+ 1 Phosphorsaure. 


SchlieBlich kann auch die Reaktion (10) weiter schreiten, indem die 
Adenosindiphosphorsaure in Adenylséure und Phosphorsiure gespalten 
wird. Hierauf braucht jedoch nicht naher eingegangen zu werden. 


Methoden. 


Zur ersten Orientierung kann die manometrische Messung dienen, da 
bei den Reaktionen (11) und (12) pro Molekiil Umsatz etwas mehr als ein 
Basenaquivalent frei wird. Bei Benutzung von Bisulfit als Abfangmittel 
kommt noch durch die Anlagerung des Bisulfits an die Triosephosphorsaure 
ein weiteres Baseniquivalent hinzu, auf Grund der Reaktion 

O-H* R OH 3 
* 2 ee 
Cc =O0+S8=0 = C.0.8=0 P 
O-Nat & “No-Nat 
1 Diese Zeitschr. 2938, 338, 1937. 


R, 
R’’ 








|) 





Koppelung zwischen Oxydoreduktion u. Phosphatveresterung usw. IT. 117 


wahrend bei der Cyanhydrinbildung keine Anderung der Reaktion eintritt. 
Andererseits wird bei den Reaktionen (9) und (10) die Basenbildung fast 
kompensiert durch das Entstehen von 0,95 Aquivalenten Saure bei der Auf- 
spaltung von Adenosintriphosphat in Adenosindiphosphat und Phosphat. 

Das tatsachliche Stattfinden der Umkehrreaktion wird gemessen an dem 
Auftreten von Triosephosphorséure bzw. Hexosediphosphorsiaure, wobei die 
letztere durch die ,,Zymohexasemethode (Umlagerung bei 60° mit dialy- 
siertem Muskelextrakt oder, noch besser, Umlagerung bei 20° in Gegenwart 
von n/10 KCN mit dialysiertem Muskelextrakt und anschlieBende Bestim- 
mung des alkaliverseifbaren Phosphats) ermittelt wird. Ferner wird die 
Phosphatbilanz und polarimetrisch der Schwund der Phosphoglycerinsaure 
bestimint. 

1. Katalytische Umkehrversuche mit B-Protein. 

In einem Ansatz mit B-Protein, der Cozymase in katalytischen 
Mengen (50 bis 100 y) enthalt, spielt sich die Reaktion (9) in erheblichem 
Umfang ab, sobald man zum Abfangen von Triosephosphorsiure 
Bisulfit oder KCN hinzusetzt. Ohne Adenosintriphosphorsaure findet 
keine Reaktion statt, auch nicht in Abwesenheit von Fluorid, weil die 
entstandene Phosphobrenztraubensiure mangels A-Proteins nicht 
weiter reagieren kann. Ohne Abfangmittel fiir Triosephosphorsaure ist 
der Umsatz etwa !/, bis ?/, so groB, besonders wenn man den Acetaldehyd 


Tabelle I. Reduktion von Phosphoglycerinsaéure mit B-Protein 
und katalytischen Mengen Cozymase. 
Je 20 mg B-Protein. 100 y Cozymase, NaF (n/25 bis n/50), 80 mg Alkohol, 
1,4 mg Phosphoglycerinsaéure, in Gartestlésung auf 3 ccm. 








Phosphatdonator mg P20; 
y Bild Ab- 
Nr. Abfangmittel po Zeit a tag ianeate ‘ipalivea 
fe 5 ei diphosphat anor- 
rs Pat. (ct ‘Triose- | ganisches 
selben fin. | PD®* — phosphat) |Phosphat 
1 AO TEC IN ks bees Apyro*  1,0(7'), 50 0,45 0,48 
KCN + n/100 Semi- 
carbazid ......... ae 1,0(7'), 500,44 0,49 
Dasselbe .......... Phospho- 0,9 50 (0,06 0,1 
brenz- 
traubensaure 
Dasselbe .......... Robison- 1,0 50 0,0 0,0 
ester 
n/20 Bisulfit....... Apyro 1,0(7') 50 0,40 0,43 
n/20 Bisulfit + n/100 
Semicarbazid .... Phospho- 0,9 50 «0,04 0,33 
brenz- 
traubensaure 
2 n/20 Bisulfit ...... Apyro 1,0 (7’)| 35 0,42 0,29 
2,0 (7')| 35 0,62 0,52 
3a ae de 30. (0 0,02 0,02 
b Apyro 1,1 (7')' 10: 0,15 0,28 0,34 
ce n/100 Semicarbazid. ye 1,1 (7)|| 10} 0,12 0,38 6,43 
d n/15 Bisulfit...... a 11(7') 10 0,44 (0,50) 0,44 


* Apyro = Adenylpyrophosphat. 
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fiir sich mit Semicarbazid abfangt. Da die Adenosintriphosphorsaure 
nur bis zur Adenosindiphosphorsaure gespalten werden kann, kann die 
Xeduktion der Phosphoglycerinsiure im Héchstfall gleich sein der 


Halfte des Pyrophosphats in der zugegebenen Adenosintriphosphorsaure 
(vgl. Tabelle I, Versuch 2). 


2. Katalytische Umkehrversuche mit Acetonpulver aus Muskelextrakt. 
a) Mit KCN als Abfangmittel. 


Die Reduktion der Phosphoglycerinsiure im Sinne der Glei- 
chungen (10), (11) und (12) mit katalytischen Mengen Cozymase und 
dialysiertem Acetonpulver kann in noch gr6Berem Umfang vonstatten 
gehen als die Reaktion (9) mit B-Protein. Aus unbekannten Griinden 
ist hier nur KCN, aber nicht Bisulfit als Abfangmittel zu brauchen. 
Blausdure bildet mit Triosephosphorsaure ein irreversibles Cyanhydrin, 
wahrend mit Bisulfit eine lockere Anlagerungsverbindung entsteht, aus 
der die Triosephosphorsiure leicht zu regenerieren ist. Dies diirfte 
aber nicht der Grund fiir die Verschiedenheit in der Wirkung sein, zu- 
mal ja auch mit Muskelextrakt ‘eine Reduktion der Phosphoglycerin- 
sdiure schon in Abwesenheit von Abfangmitteln stattfindet und Bisulfit 
sogar dies eher hemmt. Phosphobrenztraubensdure wird, besonders in 
Gegenwart von Bisulfit und Semicarbazid, weiter gespalten als der 
Aquivalenz der Gleichung (11) entspricht. Dagegen zeigt sich bei Ade- 
nosintriphosphorsiure und Kreatinphosphorsiure als Phosphat- 
donatoren eine feste Koppelung zwischen der Abspaltung des Phosphats 
und der Reduktion der Phosphoglycerinsaure, d. h. nicht nur die letztere 
unterbleibt ohne die aquivalente Abspaltung von anorganischem 
Phosphat, sondern auch diese unterbleibt ohne gleichzeitige Oxydo- 
reduktion. Wird als Phosphatdonator Phosphobrenztraubensaure oder 
Kreatinphosphorséure angewandt, so werden stets noch 20y P,O,- 
Adenosintriphosphorsaéure zugegeben. Obgleich dies, wie in der Ein- 
leitung ausgefiihrt, hier im allgemeinen entbehrlich ist, werden dadurch 
die Zufalligkeiten, die der Cophosphorylasefunktion der Cozymase 
anhaften, ausgeschlossen. Wie Versuch 1, Tabelle II zeigt, wird, wenn 
kein besonderer Phosphatdonator zugegen ist, der Umsatz durch 
Fluorid unterdriickt, andererseits wird bei Zusatz von Phosphobrenz- 
traubensiure oder von Adenylpyrophosphat in An- und Abwesenheit 
von Fluorid in verstérktem Mae Triosephosphorsiure gebildet, weil 
jetzt die ganze Phosphoglycerinsiure zur Reduktion zur Verfiigung 
steht, wahrend sie sich sonst auf Grund der Gleichung (11) zur Halfte 
aufspalten muB. 

Wie Versuche 2 und 4 zeigen, wirkt Adenylsiure hemmend, weil sie 


durch Umesterung mit Phosphobrenztraubenséure die Bildung von an- 
organischem Phosphat verhindert (2b gegen 2a, 4b gegen 4d). Versuch 4c 
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fabelle Il. Reaktionskoppelungen [(10), (11) und (12)] mit dialy- 
siertem Acetonpulver unter Abfangen der Triosephosphor- 
siure mit n/10 KCN, 
Je 60mg Acetonpulver, 15 Stunden dialysiert, 1,1 mg P,O,;-Phospho- 
glycerinsdure, m/30 milchsaures Natrium auf 33 ccm. 








Phosphatdonator Zusiitze mg P.O; 
: Zeit Triose- anorga- 
10-2 . > Be- 
Nr. oa NaF | a3 y Cz = = See oh merkungen 
5 eh ge- ab- 
bildet gespalten 
la - — 100 75 =0,388 | 0,48 
b — — 2 100 75 0,05 0,07 
e|| Apyro 1,0(7') - 100 75 0,68 | 0,82 
d is 1,0(7');; 2 100 75 0,71 | 0,82 
e |Phospho- 0,9  — 100 75 0,61 | 0,78 
brenz. 
f Dasselbe 0,9 2 100 75 0,55 | 0,52 
2a — — anorg. 1,4 200 77 40,48 0,40 
Phosphat 
b . _ anorg. 
Phosph.}| 1,4. om 
+ Ade- l 0,5 200 77 0,11 0,10 
nylsaure 
¢e ||Phospho- | 1,0 — 200 77 =—0,75 | «1,15 
brenz. 
d| Dasselbe 1,0 2 200 77 0,64 0,90 
3a Kreatin- 1,0 2 100 45 = 0,75 | «1,0 
phosphor. 
saure 
b| Dasselbe | 1,0 2 100 45 0O 0,0 Ohne Phos- 
phoglyce- 
: rinsdure 
¢ || Fol 1,0 ae Bisulfit 100 45 | O Ohne KCN 
d'Phospho- 10 — vs 100 45 0 | (0,81)  onnekeN 
|| brenz. 
da — ~ 2  Adenyl- | 1,0 100 50 0 0 
saure 
b'!Phospho- 0,90 2  Dasselbe | 1,0 100) 50 0,33 0,43 
brenz. 
ce Dasselbe 0,90 2  Dasselbe 1,0 100 50 0,01 0,0 = onne cz 
d ” 0,90 | 2 100 50 0,64 0,77 
e| Apyro 1,0 2 100 50 «0,56 =—-0,60 
f |Phospho- 0,90 2 Semi- 100 50 = 0,20 0,39 | ohne KON 


| brenz. carbazid 
g Dasselbe 0,90 Bisulfit | 100 50 | 0,0 0,61 Ohne KCN 


bo 


zeigt, daB in Abwesenheit von Cozymase unter diesen Umstanden iiberhaupt 
kein anorganisches Phosphat aus Phosphobrenztraubensdure entsteht. 
Kreatinphosphorséure ist ein vorziiglicher Phosphatdonator. Auch diese 
wird im selben Ansatz nicht aufgespalten (Versuch 3b), wenn keine Phospho- 
glycerinsdiure anwesend ist, durch die die mit der Phosphatspaltung gekoppelte 
Oxydoreduktion in Gang gesetzt wird. 
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Tabelle I1l. Reduktion von Phosphoglycerinsaure mit Muskel 
extrakt, ohne und mit KCN. 
Versuche 1 und 2: 1,43mg P,O,-Phosphoglyec., Versuche 3 und 4: 0,95 mg 
P,O,;-Phosphoglycerinséure; 100 y Cozymase, m/30 Natriumlactat, 60 mg 
Acetonextrakt in 3 ccm. 





Phosphatdonator 


Abfangmittel mg P.O; 








| 
| 


mg 
P,O; 


n10-2 NaF 
Konzen- 
tration 
Hexose- 
(+ Triose- 
phosphat) 
gebildet 
Phospho- 
glycerin- 
siure ge- 
schwunden 
anorg. 
Phosphat 
ubgespalten 


diphosphat 


mol. } 


=) 


la 5 Semi- 0,01 
carbazid 
b | Phospho- | 
brenz- 
trauben- 
saure 
ce) Dasselbe 1,0 f KCN 0,1 
2a || Apyro / 1,0 (7') || 
b % 1,0 (7) | 2 Semi- (0,01 
carbazid ~ | 
Kreatin- 0,87 | 2 é (0,52) * 
phosphor- 
saure 
Dasselbe | 0,87 | ¢ Semi- { (0,48) * 
carbazid 
0,87 || 5 keine 
Phospho- 
glycerin- 
saure 


30 || 0 0 0 


0,13 0,15 


Apyro /1,85(7’ Ie 30 | 
0,62 


KON |0,1 | 30/051; — 
30 0,08 0,20 
6| KCN [0,1 | 30) 06%) — 


* Wahrscheinlich Phosphobrenztraubensiurebildung infolge ungeniigender Fluoridhemmung. 


b) Umkehrreaktion ohne Abfangmittel fiir Triosephosphorsaure. 

Auch hier findet ohne Abfangmittel fiir Triosephosphorsaure schon 
eine gut meBbare Reaktion unter Bildung von Triosephosphorsaure 
und Hexosediphosphorséure statt (Tabelle III, vgl. auch Tabelle II, 
Versuch 4f). Die Bildung von Hexosediphosphorsaure betragt je nach 
den Umstiinden bis zu etwa ein Drittel der entsprechenden Bildung 
von Triosephosphorsdure beim Abfangen mit KCN. Auch hier hangt, 
auBer bei Phosphobrenztraubensaure, die Abspaltung des anorganischen 
Phosphats eng mit der Koppelung zusammen. 


II. Reduktion von Phosphoglycerinsiure mit stichiometrischen Mengen 
Dihydro-Cozymase. 


Die Reaktion zwischen stéchiometrischen Mengen Dihydrocozymase 
und Phosphoglycerinséure wird in ahnlichen Systemen studiert wie im 
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vorigen Kapitel, nur daB das Reduktionsmittel fiir die reoxydierte 
Cozymase in Wegfall kommt. Zur Verfolgung des Umsatzes dienten 
alle in der voranstehenden Arbeit benutzten Methoden, wobei jeweils 
das Vorzeichen fiir die Richtung der Reaktion umgekehrt wird. Bei 
Benutzung von Bisulfit und KCN trat bei der spektroskopischen Ver- 
folgung des Umsatzes eine Komplikation dadurch auf, daB beide Sub- 
stanzen Anlagerungsverbindungen mit dem Pyridinnucleotid bilden, 
denen man, nach einem uns von Herrn Professor R. Kuhn gemachten 
Vorschlag, die folgenden Formeln zuschreiben mub: 
CH CH 
CH’ SC.CONH, CH’ \C.CONH, 
C<Gy bzw. sins a “ $0,-Na- 
0-1 N 0-H 
R-P—O R-~P=0 
R, Ry 


CH 
N 


Beide Male tritt eine Absorptionsbande auf, die derjenigen der hydrierten 

Cozymase ahnlich ist, deren Maximum aber bei etwa 320 mu statt 

340 my gelegen ist und deren Hohe, jedenfalls bei der Bisulfitverbindung, 

die Halfte von derjenigen der CzH, ausmacht (vgl. Abb. 1). Auch hier 
cm/Mol 


7.50 
10" 





425 











076030032030 
Abb. 1. Absoluter Absorptionskoeffizient (3) fiir Dihydro-Cozymase (Oh/meyer) und die Cozymase- 
Bisulfitverbindung. Abszisse: mu. 

, 1 : m 
Ordinate: rechts 3 [=] links p FE é 
: k qem 
I: @e——e (zH,, Maximum bei 340mu, 3 | 


1,4. 107, 
Mol 


qem 
Mol 


I: O——O Cz-Bisulfit, Maximum bei 320 mu, | 


0,75. 


verschwindet also die eine Doppelbindung des Pyridinringes, wobei 
die Substitution am C-Atom die Verschiebung gegeniiber der Absorption 
von CzH, veranlaBt. Bei der Anlagerung von Blausadure wird eine 
Saurevalenz des Phosphorsiurerestes frei, genau wie bei der Hydrierung 


S* 
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der Cozymase. Bei der Anlagerung von Bisulfit wird dies kompen 
siert durch das Verschwinden einer Saurevalenz der schwefligen Saure 
Diese Anlagerungsverbindungen sind aber reversibel. Wasserstoff wird 
also in ihrer Gegenwart in derselben Weise iibertragen wie von reiner 
Cozymase, das geht schon aus den katalytischen Versuchen des vorigen 
Kapitels hervor. Bisulfit reagiert so rasch, da in seiner Gegenwart 
die enzymatische Reoxydation von CzH, spektroskopisch nicht ge- 





Abb. 2. Verlauf der Reoxydation von CzH, durch Phosphoglycerinsiiure Adenosintriphosphor- 
siiure in Gegenwart von KCN. Man sieht zuerst das Verschwinden der Bande von 340 ma und das 
langsame Auftreten der Bande bei 320 mu. (Negativ.) a: Vergleichsspektrum bei 10°/, Sektor- 
6ffnung. In der ersten und letzten Aufnahme Absorptionsmaximum hydrierter Cozymase am 
Anfang des Versuchs (¥ bei 340 mu). 1 Minute nach Zusatz des B-Proteins (unter dem Pfeil) 
ist noch eine ganz schwache Absorption bei 340 mu erkennbar, die in der zweiten und dritten Minute 
verschwunden ist. Von der fiiniten Minute an tritt langsam das Maximum bei 320 mu, ent- 
sprechend a auf. 
messen werden kann. KCN reagiert dagegen langsam. Die Reoxydation 
der CzH, zu Cozymase im Sinne der Gleichung (2) von rechts nach 
links ist im Enzymextrakt bereits nach 2 Minuten vollstandig, waihrend 
erst einige Minuten spater die um 20 my verschobene Absorptionsbande 
des Pyridinnitrils erscheint. Vgl. Abb. 2. 

Kine Reihe von Versuchen mit den verschiedenen Abfangmitteln 
und Phosphatdonatoren ist in Tabelle IV zusammengestellt. 

Versuch 1, Tabelle IV, ist manometrisch und chemisch ausgefiihrt. 
Wie die Berechnung des molekularen Umsatzes IV, B zeigt, ist die ver- 








ow 
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Tabelle IV. Reduktion von Phosphoglycerinsaure durch stéchio- 


metrische Mengen hydrierter Cozymase. 
Uberall n/50 NaF, 2,5 ccm. 


A. Versuchsresultate. 














Enzym- P-Donator = mg P.O; 25 
extrakt —— ibe es Es 
(M hd ae #8 
-. Muskel- 2; Abfang- z= d2| . Bile a5 
Nr. extrakt, 2°! mg mittel nS Se | 24 CO» os 
B = B- P20; 5g 52 Ef tS 
Protein) ad 5 ee = S 2 
mg Min. mg P,P; mg Ce 
1 M 60 ‘60 10-2n 1,43 | 5,37 10,26; — 
KCN 
a M60 28 Phospho- 1,2. Dasselbe 1,09 1,26 | 0,41 |'-242!< 2.0 
brenz- 
trauben- 
s4ure 
M 60 (23 Apyro 1,50 es 1,03 0,58 0.39 |\-120 < 1,1 
e M60 28 Kreatin- 0,83 “ 0,82 0,45 ||- 189 |< 2,1 
phosphor- 
siure 
d| B20 28 Apyro = 1,50 - 1,02 0,65 0,52 - 96 < 1,1 
e| B20. 28 a 1,50 2.10—2 1,02 0,50 0,42 -150 2,0 
Bisulfit 
2 B 20 0 10—2n 143 2,9 ||0,20 
KCN 
ai B20, 2 Apyro 1,50 0 0,51 0,22 
b! B20 2 Dasselbe 143 2,7 0,20! 0,02 
3a M30 O Apyro 1,5 * 4,72 0,25) — 
3 * 1,5 0,56 0,61 0,30 
4 B10 0 2,0 5,15 0,09 
a 20 re 1,60 1,58 0,72 0,48 -133 1,1 
b B10 20 ; — 1,97 | 5,16 10,03 0 
B. Berechnung 10-* Mol. 
& Schwund Phospho- O . 
= $ Cz Hy glycerinsiiure S28 
4 ‘ : t Abfang- | Sif =)... - 244 
Nr. z Phosphatdonator snittel gn 25 g P 3 E & z 
a Pei ga) & 3 aera 
la | M _Phosphobrenztrauben- KCN 8,0 (5,4) 20 4S 58 (14) 
saure 
b/ M | Apyro » (8,0 | (4,9) 20 56 55) 4,5 
ec | M | Kreatinphosphorsaure » 8,0 (4,0) 20 85 663 
d)| BL Apyro » {180 (3,9) 20 58 73 5,5 
e| B a Bisulfit 8,0 (3,3) 20 58 5,9 3,4 
2a M Pe KCN 4,35 4,35 20 3,1 4A 
3a | B ” os eel 63 | 2 42 65,1 
4a) BL os 7,7 #54 66 28 5,9 5,5 
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schwindende Phosphoglycerinséure annahernd gleich der gebildeten Triose- 
phosphorsaure und auch ungefahr entsprechend der aus dem manometrischen 
Druck berechneten Reoxydation von CzH,. Allerdings gibt dieser Druck 
wegen der nur teilweisen Bindung der Abfangmittel an die Cozymase kein 
zuverlissiges Ma®B fiir die Hydrierung ab. Von der Phosphobrenztrauben- 
siure abgesehen, die durch Bisulfit und KCN schon chemisch aufgespalten 
wird, ist die Abspaltung von anorganischem Phosphat aus den Phosphat- 
donatoren aquivalent der Reduktion der Phosphoglycerinsaure. 

In den iibrigen Versuchen der Tabelle ist die Hydrierung der Cozymase 
spektroskopisch gemessen, was mit KCN ohne Fehler méglich ist. Besonders 
wichtig ist aber Versuch 4 mit B-Protein, der die Einstellung in Abwesenheit 
eines Abfangmittels zeigt. Nach der spektroskopischen Messung sind 85%, 
der hydrierten Cozymase reoxydiert worden. Dabei erhalt man mit Adenyl- 


‘pyrophosphat als Phosphatdonator eine sehr genaue Aquivalenz zwischen 


der Reoxydation von CzH,, dem Schwund der Phosphoglycerinsaéure und 
der Abspaltung von Phosphat. Der Umsatz kann nicht an der Bildung 
der Triosephosphorséure erkannt werden, weil diese zu Hexosediphosphat 
kondensiert. Wie die Versuche 2b und 4b zeigen, findet ohne Adenosintri- 
phosphorsaéure keine Reoxydation der hydrierten Cozymase statt. Die 
Versuchszeit in 2b ist so kurz (2 Minuten), daB das KCN noch keinen 
EinfluB auf den Absorptionskoeffizienten im Parallelversuch hat. Die 
Anlagerung von KCN und Bisulfit geschieht aber nur an das Pyridin- 
nucleotid selbst, nicht an das Dihydropyridinnucleotid. 


Ill. Das Gleichgewicht der Koppelungsreaktion (2) in Abhingigkeit von der 
Konzentration der Komponenten. 

DaB die Riickreaktion in Abwesenheit eines Abfangmittels zu dem 
gleichen Endpunkt fiihrt, wie die von der linken Seite der Gleichung (2) 
ausgehenden Versuche der voranstehenden Arbeit, ist nach dem Massen- 
wirkungsgesetz noch nicht zu erwarten, wenn man zwar die entsprechen- 
den Ausgangskonzentrationen fiir die sich ineinander umwandelnden 
Produkte wahlt, aber die einzelnen Reaktionsteilnehmer unter sich nicht 
aquimolekular sind. Denn dann wiirde, wenn z. B. von beiden Seiten 
dasselbe Verhaltnis CzH,/Cz erreicht wire, das Verhaltnis Hexose- 
diphosphat /Phosphoglycerinsaiure in beiden Ansatzen verschieden sein. 
Daher fiihrt Versuch 3, Tabelle IV, zu einem kleineren Hydrierungsrest 
(15°), als die Hydrierung von der anderen Seite aus bei genau ent- 
sprechenden Konzentrationen der Reaktionsteilnehmer fortschreitet 
(37%). Damit von beiden Seiten dieselbe Gleichgewichtsverteilung 
erreicht wird, miissen vielmehr simtliche Reaktionsteilnehmer unter 
sich in aquivalenten Mengen vorhanden sein. Es wurden deshalb zwei 
Ansatze so zusammengestellt, daB genau 10-5 Mol jeder einzelnen 
Komponente der rechten bzw. linken Seite der Gleichung (2) in 2,75 eem 
vorhanden waren. Dazu kamen noch zwei weitere Ansatze, bei denen in 
dem einen fiir die Hydrierung der Cozymase ein Uberschu8 des Reaktions- 
produktes Phosphoglycerinséure (2,8 . 10-5) vorgelegt wurde und in 
dem andern fiir die Oxydation des CzH, ein Reaktionsprodukt im 
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UberschuB zugegeben wurde, namlich anorganisches Phosphat (2,8 
. 10-5 mol). 


Wie die Ubersicht in der Tabelle V ergibt, wird tatsachlich von beiden 
Seiten annahernd derselbe Endpunkt erreicht (vgl. Abb. 3). Besonders genau 
gilt dies fiir die Cozymase selbst bei spektroskopischer Messung. Von 
10.10°® Mol sind bei der Hinreaktion 3,5.10-* Mol CzH, entstanden, 























Mo 
Abb. 3. Gleichgewichtseinstellung der Koppelung von 10 
beiden Seiten bei iquimolekularen Konzentrationen aHer 10 
Reaktionsteilnehmer (Versuch Tabelle V). Ordinate: 
emm CO, (korrigiert fiir Retention), 22,4 ccm CO, 8 
1. 10-6 Mol. 
Hauptversuch Tabelle V, 1. 1K) \ 
I: @ @ Hinreaktion, Hydrierung der Cozymase. ™ \s a 6 
mt © Riickreaktion, Oxydation von CzH,. ‘ “OEE hanna ancien: 
Dazugehérig spektroskopische Bestim- | ae ih en " 
mung von CzH, in Versuch 1 @ und (0, 100 : 
in Versuch 2 [= =| 7 
la: +-—-—-+ Hinreaktion unter Vorgabe von Phospho- [mae 
glycerinsiiure (Versuch 2) und | +/ fiir »—* 
CzH, (spektroskopisch). 50 2 
IIa: x --™ Riickreaktion unter Vorgabe von anor- VA can pl dren pemetmnnt 
ganischem Phosphat (Versuch 3) und D wee 
«| CzH, (spektroskopisech). VAL 0 
a gb 20 40Min 


bei der Riickreaktion von 10.10-® Mol CzH, aber 5,9 verschwunden, zu- 
sammen also 9,4 .10-*Mol Umsatz. Die Summe dieser Umsatze ist fiir 
alle gemessenen GréBen 8,4 bis 9,4 . 10-*. Die Anfangskonzentrationen von Cz 
und Cz H, wurden fiir die im iibrigen reinen Praparate unter Beriicksichtigung 
des Wasser- und Na-Gehalts berechnet. Wird bei der Hinreaktion 28 
.10-® Mol Phosphoglycerinsiure vorgelegt, so sinkt die Hydrierung der 
Cozymase auf die Halfte, wird umgekehrt bei der Riickreaktion 28 . 10-® Mol 
anorganisches Phosphat vorgegeben, so verringert sich der Schwund des 
CzH, weniger, aber ebenfalls deutlich von 5,9 auf 5,3. 


Tabelle V. Einstellung des Gleichgewichts der Reaktion (2) von 
beiden Seiten. 
Jede Komponente in 1.10°5 Mol pro 2,75 cem benutzt. 
Dazu n/50 NaF, 10 mg B-Protein pro Ansatz. H = Hinreaktion Cz — CzH,, 
R = Riickreaktion CzH, — Cz. 
A. Versuchsdaten. 





; Adenosin- mg P.O; 
Cz mg diphos- Apyro ———— ng A. " 
Nr. Zeit | cmm mg CzH, phat aii Hexose- Phospho- anor- 
CO, | Sub- | spektro- 7 7  diphos- | glycerin- ganisches 
stanz skopisch 8 ¥ me “ age 
Min. P.O; P.O; phat siiure Phosphat 
1 H 0 6,65* 0,71 0,71 0 0,77 
40 + 78 2,31 0,176 0,584 
R 0 6,65 ** 1,42 0,71 0,02 
40 109 2,45 0,256 0,425 
2 \H 0 6,65 0,71 0,71 2,0 0,77 
40 + 37 1,14 
8iR; 0 6,65 1,42 2,0 
40 |— 99 3,14 


* 7,38 mg wasserhaltige Cozymase. — ** 7,95 mg (CzH») Nay mit Wassergehalt. 


» 
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B, Umsatz in 10-* Mol. 





Nr Zeit nase Cosymeso ey et Phospho- Anorganisches 
Min. spektroskopisch manometrisch glycerinsiure Phosphat 
1 H 0 10 0 10,9 
40 6,5 2,5 8,2 
Umsatz —~ 3,0 3,5 + 2,5 2,7 
R 0 0 10 
40 5,9 3,6 5,7 
Umsatz +. 5,9 + 4,9 6,4 + 5,7 
Summe | 
der 9,4 8,4 8,9 8,4 
Umsiatze 
9H 0 10 28 10 
Umsatz OR Me 
3 R 0 0 10 28 
Umsatz + 5,3 i + 4,4 


Tabelle VI. EinfluB von CzH, auf den Umfang der Hydrierung der 
Cozymase nach Gleichung (2). 
In allen Ansaétzen 15 mg B-Protein, n/40 NaF, 2 mg P,O,;-Hexosediphosphat 
auf 2,6e¢cm. 








FS 10-° Mol 
Z ne x 1 | Bild H 
i. = x= vorgeleg' , P 
Nr. Zeit % | of — (2H edung ©s™s | Hydrie- 
SN wo 5 ——) ae. 4 rung 
po =? ‘ ms | Skopisch be- mano- 
Min. = = CzH, rechnet metrisch ly 
la 36 5,0 21 7,5 0” 
b -35 0,8 5,0 72 1D 3,05 3,05 | 2,6 35 
e | 35) 0,8 5,0 | 5,9 61,7 7,5} 8,87 10,1 (1,2 2,05 27 
d | 35 0,8 2,0 41 3,0 (4,43) ** 6,0 1.57 52 
e | 35 | 0,8 2,0 | 2,95* 3,0! 4,43 5,02. 0,6 20 
2a | 86 | 1,40 | 4,0 91 6,0 (6,74) 9.6 2.85 3,5 52 
b 35 1,40 4,0/4,47 70 6,0! 6,74 8,6 1,85 | 2.5 35 
* Nach Einstellung des Gleichgewichts zugesetzt. — ** Im spektroskopischen Ansatz zu- 


gesetzt. 


In ahnlicher Weise ist die Beeinflussung des erreichten Gleich- 
gewichts durch Vorgabe von Adenosintriphosphorsiure und von 
hydrierter Cozymase fiir die Hinreaktion festgestellt. In den Versuchen 
Tabelle VI, bei Vorgabe von hydrierter Cozymase, ist die manometrische 
Messung eher genauer als die spektroskopische, wegen der verhaltnis- 
maBig kleinen Differenz an CzH,. Allerdings wurde fiir die spektro- 
skopische Messung zu den Kontrollansatzen vor der photographischen 
Aufnahme die gleiche Menge hydrierter Cozymase noch hinzugegeben, 
um die vorhandenen Unterschiede sicherer festzustellen. Umgekehrt 
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ist bei Vorgabe gréBerer Mengen Adenosintriphosphorsaure die spektro- 
skopische Messung wegen der starken Anderung der CO,-Retention 
genauer. 


Versuch mit Vorgabe von Adenylpyrophosphorsaure. 

a) Ansatz mit 15mg b-Protein, 2mg_ P,O;-Hexosediphosphorsaure, 
6 mg Cozymase, Adenosindiphosphorséiure mit 0,8 mg 7’ P,O;, n/50 NaF 
auf 2,5 cem. 

Spektrographisch gemessen: von 8,8. 10° ® Mol Cozymase 3,12. 10 
hydriert 34,5 %. 

b) Derselbe Ansatz, aber 2,1 mg P,O,-Adenosintriphosphorsaure 
hinzugegeben. Die Hydrierung bhetraigt jetzt 2,33.10 ® Mol 25,1 %. 

Der EinfluB der Anfangskonzentration von Cozymase, Adenosindi- 
phosphorséure und Hexosediphosphorséure auf die Hinreaktion ergibt sich 
aus den Versuchen der Tabelle VII. Die Messungen wurden teils mano- 
metrisch, teils spektroskopisch ausgefiihrt und zeigen eine verhaltnismaBig 
gute Ubereinstimmung unter sich. Man sieht, daB z. B. bei kleiner Menge 
Adenosindiphosphorséure (0,9 mg 7’ P,O;) 10 mg Cozymase zu 25 bis 29°, 
5mg zu 38°, hydriert werden. In Gegenwart der dreifachen Menge von 
Adenosindiphosphorséure werden 10mg Cozymase zu 33°, hydriert, 
andererseits aber in Anwesenheit von nur 0,6 mg P,O; Hexosediphosphor- 


siure nur zu 25°, usw. 


6 


Tabelle VII. Abhangigke:t der Hydrierung der Cozymase von der 
Konzentration der Ausgangssubstanz. 
Alle Versuche mit B-Protein (15 mg). ohne NaF. 





Hexose- Daraus 


NaFk- — ng — ‘ ‘owas’ mg ; 
Nr. Konzen- cane mg Cz phat Vol. Zeit Sen ohne : ‘ ZH» ( H 
tration cs 2 Adenosin- Spektro- C2H» 
mg mg 7 diphosphat skopisch 
P.O; PLO; eem Min. abgerechnet 
la 1,6 10 0 3.0 30 1d 
b 1,6 10 0,25 3,0 30 88 2,15 21 
e 1.6 10 0.5 3,0 30 104 2.65 26.5 
d 1.6 10 0.9 3,0 30 100 2.53 25,3 
e - 1.6 10 2.7 3,0 30 126 3.3 33 
f O.6 10 2,7 3,0 30 99 2,48 24,8 
g 1,6 5.0 0,9 3.0 30 79 1,90 38 
h - 1,6 5,0 2,7 3,0 30 9] 2,22 44.4 
2a \2.10-—-3) 20 10 0 2.45; 10 14 
BD i2vi0—*% .20 10 0,45 2.45 10 77 1,86 18,6 
ec i2.10—3} 20 10 0,9 2,45 10 98 2,50 25 
3a 1,6 10 0,9 3,0 15 2,89 28,9 
b — 1.6 5,0 0.9 3,0 15 1,92 | 382 
c 1,6 5,0 1,8 3,0 15 2,23 44,6 


Man k6énnte versuchen, auf Grund der Daten der Tabellen IV, V 
und VI unter Zugrundelegung der molekularen Konzentration aller 
Reaktionsteilnehmer, eine Gleichgewichtskonstante zu berechnen, die 
dann lauten mibte: 


€Triosephosphorsiure *Coz ° € 4 denosindiphosphorsiure * CH ,PO, 


K 


CPhosphoglycerinsiiure * ©CzH, * ©Adenosintriphosphorsiur 
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Die Hauptschwierigkeit fiir die Ausrechnung dieser Konstanten bildet 
die Unsicherheit beziiglich der Konzentration der reagierenden Triose- 
phosphorsaure, denn wenn man auch die ganze vorhandene Menge 
Triosephosphorsdure annahernd berechnen oder auch direkt bestimmen 
kénnte, so bleibt doch die Konzentration der Glycerinaldehydphosphor- 
siure, als der eigentlich reagierenden Substanz, unbekannt. Schatzt 
man ihren Gehalt auf 5%, der gesamten Triosephosphorsaure, so wiirde 
der A-Wert der angegebenen Gleichung, wenn man ihn etwa in die 
Mitte zwischen den fiir Hin- und Riickreaktion berechneten verlegt, in 
der GréBenordnung von 10-4 bis 10-° liegen. Hinzu kommt natiirlich, 
daB von dem Pyridinnucleotid und dem Adeninnucleotid jeweils nur 
derjenige Bruchteil reagiert, der an das zugehérige Fermentprotein 
gebunden ist. Aus den bisherigen Daten kann nur der SchluB gezogen 
werden, da} wenigstens qualitativ die Abhangigkeit des Gleichgewichts 
von der Konzentration jeder einzelnen Reaktionskomponente den 
Forderungen des Massenwirkungsgesetzes entspricht. Damit soll aber 
nicht gesagt sein, daB wir es hier mit einer echten, tetramolekularen 


~ 


Reaktion zu tun hatten. 


IV. Die Wirmeténung der Koppelungsreaktion. 


Wenn auch der nahere Mechanismus der Koppelung zwischen der 
Hydrierung der Cozymase und der Phosphataufnahme durch das 
Adenylsaiuresystem bzw. der Oxydation der Dihydrocozymase und der 
Dephosphorylierung der Adenosintriphosphorsiure unbekannt ist, so 
ist doch klar, daB die unfreiwillige Phosphorylierung der Adenosin- 
diphosphorsaure erzwungen wird durch den UberschuB freier Energie, 
den die Oxydation der Glycerinaldehydphosphorsaure bei gleichzeitiger 
Hydrierung der Cozymase liefert, wie umgekehrt die unfreiwillige 
Reduktion der Phosphoglycerinséiure zu Triosephosphorséure unter 
Reoxydation der CzH, erzwungen wird durch die freie Energie der 
Dephosphorylierung der Adenosintriphosphorsaure. In dieser Beziehung 
ist besonders wichtig, daB im gleichen Fermentsystem Phosphoglycerin- 
siure die Dihydrocozymase auch dann nicht oxydieren kann, wenn (in 
Abwesenheit der Koppelung) ein so energisches Abfangmittel fiir 
Triosephosphorsdure verwandt wird wie KCN, das zu irreversibler 
Bildung von Cyanhydrin fiihrt. Nun entspricht auch dieses Abfangen 
der Triosephosphorsiure mit KCN den Anforderungen einer indu- 
zierenden Reaktion, deren Affinitatsgr6Be allein dariiber entscheidet, 
ob die Konzentration des aktiven Trioseesters geniigend stark er- 
niedrigt wird, um die Oxydation von CzH, durch Phosphoglycerin- 
sdure in meBbarer Weise zu bewerkstelligen. Da dies nicht der Fall ist, 
darf man schlieBen, da durch die enzymatische Koppelung mit der 
freiwilligen Dephosphorylierung dem System auf dem Wege iiber ein 
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unbekanntes, gemeinsames Reaktionsprodukt sehr viel mehr Energie 
zugefiihrt wird als durch die nichtenzymatische Koppelung mit der 
freiwilligen Cyanhydrinbildung. 

Die Dephosphorylierung besitzt pro Mol abgespaltener Phosphor- 
sdure eine Warmeténung von etwa -+- 11000 geal’, ihre freie Energie 
diirfte in dem hier in Betracht kommenden Konzentrationsbereich von 
ahnlicher GréBenordnung sein. Um einen Anhaltspunkt iiber die 
Energieverhaltnisse zu gewinnen, wurde die Warmeténung der Oxydo- 
reduktion zwischen stéchiometrischen Mengen Cozymase und Triose- 
phosphorséure (Hexosediphosphorsaéure) bestimmt und daneben die 
Warme der Gesamtreaktion zwischen Triosephosphorséure und Acet- 
aldehyd, schlieBlich drittens diejenige der Reoxydation hydrierter 
Cozymase durch Acetaldehyd. Wegen des zu groBen Materialverbrauchs 
(fiir jeden Ansatz wurden etwa 300mg 85°%ig reine Cozymase be- 
notigt) lieBen sich nur einige orientierende Versuche durchfihren. 

Um die Reaktion méglichst weit zu treiben und die Warmebildung der 
Phosphorylierung des Adeninnucleotids selbst auszuschalten, wurde die 
Hydrierung der Cozymase unter gleichzeitiger Veresterung mit Glucose 
nach Gleichung (4) der vorigen Arbeit gemessen und zum Vergleich die 
Warmeténung der Reaktionen (5) und (1). Um die zu groBe Neutrali- 
sierungswarme mit Ammoniumcarbonat und die Unsicherheiten in bezug 
auf die Lésungswirme der Kohlensdéure zu vermeiden, lieBen sich als 
Puffersubstanz nur Phosphat und Natriumbicarbonat, ohne CO, im 
Gasraum, verwenden. Unter diesen Umstianden schreitet die Reaktion 
nur bis zu 60% des maximal méglichen Umsatzes fort. Fiir jede der 
genannten drei Anordnungen wurden zwei Versuche durchgefiibrt. 
Bei der Ausrechnung ist vor allem die Reaktion Hexosediphosphat 
=> 2 Dioxyacetonphosphat zu beriicksichtigen, deren molare Warme 
= — 14000 geal in Richtung der Spaltung angenommen ist?. Infolge 
des gleichzeitigen Stattfindens dieser endothermen Spaltung veriauft 
die Reaktion (4), ausgehend von Hexosediphosphat, praktisch thermo- 
neutral. Die Neutralisierungswarme fiir die entstandenen Sauren wird 
gleichzeitig bestimmt und ebenso wie die Warme der Zymohexase- 
reaktion fiir die endgiiltige Ausrechnung abgezogen. 

Fiir die Messungen wurden alle Reaktionsteilnehmer, mit Ausnahme 
des Fermentproteins, in bicarbonathaltiger Lésung in das Kalorimeter 
gefiillt (etwa 50 ccm) und dann eine konzentrierte Lésung von B-Protein 
aus einer im Dewar-Kolben befindlichen 5 cem-Pipette nach Tem- 
peraturausgleich durch Stickstoff in die Lésung ausgeblasen. Vorher 
war bereits die Lésung durch langeres Durchleiten des Stickstoffs von 


10. Meyerhofu. K. Lohmann, diese Zeitschr. 253, 431, 1932. —- ? Dieselben, 
ebenda 275, 430, 1935. 
Biochemische Zeitschrift Band 297. 
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Sauerstoff befreit. In Versuch 1 und 2, Tabelle VIII, mit stéchio- 
metrischen Mengen Cozymase, wurde, wenn die Hydrierungsreaktion 
zu Ende gekommen war, eine Probe zur Analyse entnommen, eine neue 
Pipette mit wasseriger Acetaldehydlésung eingehangt und diese wieder 
nach Temperaturausgleich in die Lésung eingeblasen. Da die Reaktion 
vorher, infolge des nicht adiquaten Salzmilieus zum Stehen gekommen 
ist, so schreitet sie auch nach Reoxydation des Cz H, durch Acetaldehyd 
praktisch nicht mehr fort. Dies hat den Vorteil, daB die beiden Partial- 
reaktionsgleichungen (4) und (5) verhaltnismaBig gut getrennt werden 
kénnen. In den Versuchen mit katalytischen Cozymasemengen (3 und 4) 
wird der Acetaldehyd direkt in die AuBenlésung zugegeben. Hier 
verlauft die Reaktion bis nahe zum volligen Verbrauch der Hexose- 
diphosphorsaure. 

Bei der Ausrechnung wird zunachst die Bildung derjenigen Triose- 
phosphorsdure, die am SchluB noch vorhanden ist (alkaliverseifbares 
Phosphat), fiir sich beriicksichtigt. Die negative Warmeténung der- 
selben wird mit umgekehrten Vorzeichen zur gemessenen Gesamtwarme 
hinzugezahlt, andererseits bei Schwund der Triosephosphorsaure ab- 
gezogen. Die so berechnete Warme ist dann die Reaktionswairme beim 
Ubergang von Hexosediphosphorsiure zu Phosphoglycerinsaure. Die 
Anwesenheit von Fluorid verhindert die Bildung von Phosphobrenz- 
traubensiure. Wird hiervon die negative Zymohexasewirme ab- 
gezogen und ebenso die positive Neutralisationswirme, so erhalt man 
die Reaktionswirme der Gleichung (4) und entsprechend diejenige fiir 
die Gleichungen (5) und (1). Die beiden Messungen der totalen Oxydo- 
reduktion mit katalytischen Mengen Cozymase kénnen wegen des 
gréBeren Umsatzes eine héhere Genauigkeit beanspruchen und die 
zweite (Versuch 4) wiederum eine gréBere Zuverlassigkeit. Man darf 
daher, nach Abzug der Neutralisationswarme, den Umsatz nach Glei- 
chung (1) zu 12000 geal pro Mol annehmen und ganz ahnlich auch die 
reine Oxydoreduktion in Abwesenheit der Bildung der Hexosemono- 
phosphorsiure. Von den beiden Messungen der Partialreaktion ist 
auch die zweite genauer, zumal in der ersten zwischen der Bildung der 
Phosphoglycerinséure und der spektroskopisch gemessenen Hydrierung 
der Cozymase keine Ubereinstimmung besteht. Hier ergibt sich fiir die 
Reaktion nach Gleichung (4) + 6100 cal, fiir die Reoxydation der 
Dihydrocozymase + 4900 cal, zusammen 11000 geal (Versuch 2a 
und 2b). Setzt man auf Grund des Versuchs 4 die Warmeténung der 
Koppelungsreaktion (4) zu + 7000 cal an, die der Reaktion (5) zu 
5000 cal, so wiirde sich danach fiir die Koppelung mit dem Adenylsaure- 
system (Gleichung 2, von links nach rechts) eine negative Warme- 
ténung von — 4000 geal ergeben, wenn man die Dephosphory- 
lierung von Adenosintriphosphorsiure zu Adenosindiphosphorséure zu 

11000 geal, d.h. zur Halfte der ganzen Dephosphorylierung der 
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Ansatz fiir Versuch 1 und 2. 


In 60 ccm 270mg 85% ig reine Cozymase, Hexosediphosphorsaure mit 
47 mg P,O;, 80 mg Glucose, 6 cem m/10 Phosphat (px 7,6), 8 eem 2,6 °,iges 
Natriumbicarbonat, 3cem 2°%iges Glykokoll, 0,3 mg Mn, 0,5 mg Mg, 
Adenosintriphosphorséiure mit 1,0 mg P,O;, n/50 NaF (Gesamtkonzen- 
tration). Davon im Warmeversuch etwa 50 cem verwandt. In Versuch 1 
270 mg B-Protein, in Versuch 2 700 mg B-Protein eingeblasen. In der 
zweiten Periode 2 cem 2,5 %iger Acetaldehyd zugesetzt. 


Ansatz fiir Versuch 3 und 4. 


Gleiche Bestandteile, aber statt 270 mg Cozymase 6 mg, dafiir 80 mg 


Acetaldehyd sofort zugegeben. 
Tabelle VIII. Warmeténung der Cozymasereaktionen. 


A. Versuchsdaten. 





mg P, O; Cz Hy Temperatur 
SchluBwerte SchluBwerte in 1/1000°C 





Versuchs- 
dauer der 
Hauptperiode 

Hexose- 
diphosphor- 

Reine Cz 
Acetaldehyd 


Phospho- 
glycerin- 
spektro- 
skopisch 
nach Akti- 
vitiitsbe- 
stimmung 
gemessen 
Thermostat 
korr. 


R 
R 


7 
5 
5, 
2 
0 


t 60 


. 


— 
- 





Umsatz 10-5 Mol Mol 


j 
| 
| 
| 
| 
| 
| 
| 


Reaktions- 
gleichung 
Anderung Tri- 
osephosphat 
Anderung 
Cz He 
Bildung Phos- 
phoglycerin- 
siiure 
gcal fiir Extra- 
bildung von 
Triosephosphat 
Danach geal 
fiir Gesamt- 
reaktion 
messen 
sierung 
gemessen in 
Kontroll- 
ansiitzen 
Reaktions- 
wiirme 


+ 8 2200 +11 400 
(— 8) 1000 .+ 6000 
+1651 16 || + + 0,2 - 2200 + 6100 
ee Y Ge pees + 3900 + 1100 + 4900 
on 4 + 4400 — 7000) — 1100 +10 300 

5 — | 53,6 +0,03 +3,43 +6400 — 7000, —1100 +12300 


+ | + 
_ 

ee ed 
— 
— 


Tt 


> 


Adenosintriphosphorsaure ansetzt. Eine solche negative Warme ware 
durehaus plausibel und wenig verschieden von der negativen Warme- 
ténung der Parnas-Reaktion (— 3000 geal) und der thermisch damit 
iibereinstimmenden Reaktion 

Phosphobrenztraubensaure -+- Adenosindiphosphorsaure 


— Brenztraubensdure + Adenosintriphosphorsaure. 


Daraus scheint zu folgen, daB die induzierte Aufesterung des Adenyl- 
siuresystems dann zustande kommt, wenn die molare Warme der 
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induzierenden Reaktion etwa 3000 gcal weniger betragt als die Auf- 

esterung erfordert. Vielleicht ist die Arbeitsfihigkeit der Dephospho- 

rylierung des Adenylsdiuresystems in unserem Konzentrationsbereich 

um diesen Betrag kleiner als die Gesamtenergie. Genau dieselben 

Betrachtungen gelten fiir die Koppelung zwischen der Dephospho- 

rylierung und der Reoxydation hydrierter Cozymase durch Phospho- | 
’ glycerinsiure, wobei alle Vorzeichen einfach umzukehren sind. ; 


Schlubbemerkung. 


Von verschiedenen Seiten ist dariiber spekuliert worden, welches 
der naihere Mechanismus der hier untersuchten Koppelung ist, jedoch ( 
kann eine bestimmte Antwort darauf vorlaéufig nicht gegeben werden. 
Das gemeinsame Molekiil der induzierenden und induzierten Reaktion 
kénnte entweder durch gleichzeitige Bindung des Pyridinnucleotids | 
und Adeninnucleotids an dasselbe Fermentprotein entstehen, wobei die 
Energie, die bei der Hydrierung des Pyridins durch Triosephosphat frei 
wird, die unfreiwillige Phosphorylierung der Adenosindiphosphorsiure 
im selben Molekiilkomplex herbeiftihrt; — oder aber, es wiirden zwei 


aufeinander folgende Reaktionen stattfinden: In der ersten wiirde sich 
an die bei der Hydrierung der Cozymase frei werdende Phosphorsaure- 
valenz 1 Mol anorganisches Phosphat, unter Bildung einer unbestan- 


digen, pyrophosphatartigen Gruppe, anlagern. Diese tibernihme dabei ( 
den Energieiiberschu8 und esterte sich in einer zweiten, unmittelbar 
anschlieBenden Reaktion mit Adenosindiphosphat um, unter Bildung , 
hydrierter Cozymase und Adenosintriphosphat. Bei der Umkehrreaktion 
ware auch diese Reihenfolge umzukehren. 

Fir beide Vorstellungen lassen sich einige Argumente anfiihren; 


fiir die erstere z. B. das Vorhandensein anderer Di- und Polynucleotide, 
mit einer oder mehreren Adenylséuregruppen, fiir die letztere vor 
allem die Fahigkeit der Cozymase, selbst als Cophosphorylase zu wirken, 


~ 


§ 
wobei es einige, auch von Euler diskutierte Griinde gibt, diese Funktion ‘ 
der Cozymase in hydrierter Form zuzuschreiben. Eine Entscheidung ( 
zwischen beiden Moglichkeiten kann jedoch nicht getroffen werden. é 


Obendrein tragen sie beide, noch nicht der Spezifitaét des Ferment- ( 
proteins Rechnung. Von besonderer Wichtigkeit erscheint, daB die 


reversible Phosphorylierung sich ausschlieBlich dann abspielt, wenn die ( 
Cozymase bei dem Ubergang: Glycerinaldehydphosphorsiure =~ Phos- ( 
phoglycerinséure hydriert bzw. reoxydiert wird, nicht aber, wenn dies ] 
durch das System Milchsiure —~ Brenztraubensiure oder Alkohol ( 
<= Acetaldehyd geschieht, auch nicht, wie besonders von uns angestellte 1 
Versuche zeigen, wenn die Cozymase durch freien Glycerinaldehyd 1 


hydriert wird, schlieBlich auch nicht, wenn die Hydrierung der Cozymase 
durch «-Glycerinphosphorsdure geschieht. Das letztere ergibt sich aus 
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Bilanzversuchen, denn bei der Dismutation Hexosediphosphorsdure 
—» 2 Triosephosphorsaure —> | Phosphoglycerinsiure + 1 «&-Glycerin- 
phosphorsaure, wird gleichzeitig 1 Mol Phosphat vom Adenylsaure- 
system aufgenommen, was auf die Reaktion Triosephosphorsiaure 
— Phosphoglycerinsiure zu beziehen ist. Ware auch die Bildung bzw. 
Oxydation von «-Glycerinphosphorséure mit Phosphorylierung bzw. 
Dephosphorylierung reversibel gekoppelt, so miiBte die Phosphat- 
aufnahme wahrend der Dismutation durch die Phosphatabgabe bei 
Reduktion der Triosephosphorséure zu ¢-Glycerinphosphorsaure riick- 
gingig gemacht werden. Die Koppelung ist also streng spezifisch an 
eine einzelne Reaktion bzw. an ein bestimmtes Fermentprotein gekniipft 
und es ist daher kein Zufall, daB das Protein, das die Aufnahme von 
anorganischem Phosphat durch das Adeninnucleotid herbeifiihrt, dem 
Komplex des B-Proteins angehért, wahrend das abtrennbare A-Protein 
fiir die Umphosphorylierung der Phosphobrenztraubensiure und die 
Umphosphorylierung von Hexosemonophosphorsiure mit Adenin- 
nucleotid unter Bildung von Brenztraubensdure bzw. Hexosediphos- 
phorsaure, spezifisch ist. 


Zusammenfassung. 


Es werden Beweise fiir die Reversibilitat der Koppelung zwischen 
Cozymasehydrierung und Phosphataufnahme des Adenylsaiuresystems 
gegeben. Mit katalytischen Mengen Cozymase laBt sich die Reduktion 
von Phosphoglycerinséure zu Triosephosphorsdure nachweisen, wenn 
Phosphatdonatoren vorhanden sind, die sich mit dem Adenylsaure- 
system umestern kénnen, Phosphobrenztraubenséure oder Kreatin- 
phosphorsaure oder schlieBlich die Adenosintriphosphorsaure selbst. 

Ebenso 1a8t sich eine stéchiometrische Reaktion nachweisen, bei 
der hydrierte Cozymase durch Phosphoglycerinsiure oxydiert und 
gleichzeitig anorganisches Phosphat aus Adenosintriphosphorsaure ab- 
gespalten wird, wobei aquimolekulare Mengen Triosephosphorsaure, 
Cozymase, Adenosindiphosphorsiure und anorganisches Phosphat 
entstehen. Von beiden Seiten fiihrt die Koppelungsreaktion zur selben 
Gleichgewichtseinstellung. 

SchlieBlich wird, an Hand von Warmemessungen, das thermo- 
dynamische Verhalten der Reaktion untersucht und diskutiert. Bei 
der Hinreaktion liefert die Oxydation von Triosephosphorsiure unter 
Hydrierung der Cozymase die Energie fiir die unfreiwillige Veresterung 
der Adenosindiphosphorsiéure, bei der Riickreaktion liefert die frei- 
willige Spaltung der Adenosintriphosphorsiure die Energie fiir die 
unfreiwillige Reduktion der Phosphoglycerinsaure. 





Notiz iiber die Umwandlung von Fructose in Glucose 
in der Niere. 
Von 
Tokusuke Goda (Tokio). 
(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
medizinische Forschung in Heidelberg.) 
(Eingegangen am 11, April 1938). 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Kiirzlich wurde von mir iiber die Umwandlung von Fructose in 
Glucose durch Leberschnitte berichtet!. Mit dieser Methode lieBen 
sich die friiher am durchstrémten Organ erhaltenen Resultate? quanti- 
tativ gestalten, die Notwendigkeit des Sauerstoffs und die Bedeutung 
der intermediaren Phosphatveresterung fiir die Umwandlung erkennen®. 

Der Sauerstoff ist offenbar fiir die Veresterung notwendig. Die 
Umwandlung von Fructosemonodphosphat in Glucosemonophosphat 
und die Spaltung des letzteren geschieht auch in Abwesenheit von 
Sauerstoff. DaB jedoch die Umwandlung nicht nur bis zu dem Gleich- 
gewicht fiihrt, wie es in dem der Spaltung unterliegenden Gleichgewichts- 
ester‘ vorliegt, ergab sich daraus, daB die Isomerisierung der Fructose, 
wenn sie auch niemals komplett war, doch durch vorgelegte Glucose 
nicht beeinfluBt wurde. Ich habe inzwischen gefunden, daB diese 
Isomerisierungsreaktion, die bisher nur fiir die Leber bekannt war, in 
der Niere in viel gréBerem Umfang vor sich geht, daB hier leicht die 
ganze zugegebene Fructose in Glucose umgewandelt wird, auch in 
Gegenwart vorgegebener Glucose. Diese verzégert héchstens die 
Umwandlung, die in meinen Versuchen sonst in etwa 2 Stunden, mit 
Vorgabe von Glucose aber in 3 bis 4 Stunden vollstandig war. Dies 
zeigt eindeutig, daB die Umwandlung nicht zu einem Gleichgewichts- 
zustand fiihrt. Dabei nimmt der Gesamtzucker im ganzen etwas ab, 
zur Hauptsache jedenfalls durch Veratmung, zum Teil durch Glykogen- 
bildung®, und es wird gleichzeitig anorganisches Phosphat unter Bildung 


1 Diese Zeitschr. 294, 259, 1937. — ? Isaac, Zeitschr. f. phys. Chem. 89, 
78, 1914; Isaac u. Adler, ebenda 115, 105, 1921. — * Ich benutze die Ge- 
legenheit, auf eine, in meiner friiheren Verdéffentlichung iibersehene vor- 
laufige Mitteilung von C.F. Cori u. W. M. Shine (J. of biol. Chem. 114, 
XXI, 1936) hinzuweisen, die ebenfalls Versuche iiber die Umwandlung von 
Fructose, Galaktose, Dioxyaceton und Glycerinaldehyd in Glucose durch 
Rattenleberschnitte angestellt hatten und offenbar zu ahnlichen Resultaten 
wie ich selbst sowie H. Imanaga (diese Zeitschr. 294, 42, 1937) in diesem 
Institut gelangt sind. —- * K. Lohmann, diese Zeitschr. 262, 137, 1933. 
5 Vgl. H. Kalckar, Enzymologia 2, 47, 1937. 
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schwer hydrolysierbaren Esters aufgenommen. Diese Veresterung 
geschieht nur bei Zugabe von Zucker zu den Nierenschnitten. Sie ist 
zu Beginn des Versuchs, wo die Umwandlung rasch ist, besonders groB, 
ferner in Sauerstoff gegeniiber Stickstoff stark vermehrt. Natiirlich 
kann die Veresterung nur einem stationéren Zustand von Bildung und 
Spaltung des Esters entsprechen und betraigt nur einige Prozent des 
im ganzen umgewandelten Zuckers. AuBerer Zusatz von Fluorid hat 


keinen wesentlichen Einflu&. 
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Abb. 1. Isomerisierung der Fructose in der Niere. 
Umsatz pro 1 g Nierenschnitte in Sauerstoff. 
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Diese Beobachtungen sind, wenn auch kein Beweis, so doch ein 
weiteres Argument fiir die Beteiligung der Phosphorylierung an dem 
Umwandlungsvorgang. 

Zwei derartige Versuche sind in Versuch 1 und 2 und in Abb. | 
wiedergegeben. Die Methoden entsprechen denen der vorigen Arbeit. 


Versuch 1. Umwandlung von Fructose in Glucose in Nieren- 
schnitten von Kaninchen. 
Je 1g Schnitte in 6cem Ringerlésung in Sauerstoff + 5°, CO, bei 37°. 
(Anorganisches Phosphat von py 7,4.) 
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Versuch 2. 


Anordnung wie im vorigen Versuch, mit und ohne Vorgabe von Glucose. 
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Der EinfluG des Stickstoffgehalts von Gerstenkérnern auf die 
Entwicklung und den Vitamingehalt der jungen Pflanzen. 
Von 
G. Pfiitzer, C. Pfaff und H. Roth. 


(Aus der Landwirtschaftlichen Versuchsstation Limburgerhof der I. G, 
Farbenindustrie Aktiengesellschaft.) 


(Eingegangen am 11, April 1938.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Wahrend bei verschiedener Stickstoffernahrung der Pflanzen der 
Stickstoff- und EiweiBgehalt der Blatter starken Schwankungen unter- 
liegt, wird der Gehalt der Samen verhaltnismaBig wenig verandert. 
Diese zeigen eine betrachtliche Erhéhung des Stickstoffgehalts erst 
bei reichlichen Stickstoffgaben. 


Bei Getreideernahrungsversuchen mit steigenden Stickstoffgaben an 
stickstoffarmem Substrat beobachtet man bei Unterernahrung der Pflanzen 
das Eintreten einer Notreife, die Pflanze verkiirzt ihr normales Wachstum 
und die Vegetationszeit und bildet nur wenige kleine Korner aus, die jedoch 
mit Eiwei8 stark angereichert sind, d. h. die durch Einschrankungen erzielte 
EKiweiBmenge wird fiir die Versorgung der Samen verwendet. (Die Pflanze 
sorgt*S in erster Linie fiir die Nachkommenschaft.) Héhere Stickstoff- 
gaben, die eine normale Entwicklung der Pflanzen mit geniigender Blatt- 
masse- und Kohlenhydratbildung gestatten, wirken sich dann in vermehrter 

irzeugung normal groBer Samen mit geringeren Stickstoff- und EiweiB- 
gehalten aus. Die weiter erhéhte, reichliche Stickstoffversorgung endlich 
bringt wieder einen Anstieg der Stickstoff- und EiweiBgehalte der Korner. 

In der landwirtschaftlichen Praxis ware das Bestreben, eiweibreiches 
Getreide durch ungeniigende Ernahrung und Minderertriage zu erzielen, 
vollig sinnlos. Andererseits ist der Héhe der Anwendung von Stickstoff- 
diingemitteln eine wirtschaftliche Grenze gezogen. Die erzielbaren Unter- 
schiede im EiweiBgehalt sind auf dem Feld auch viel geringer als in 
Vegetationsversuchen, wo man die Wahl des Bodens, der Wasserzufuhr 
und der Stickstoffgabe beliebig gestalten kann. So kommt es, daB man bei 
Anwendung von Nahrstoffgaben (innerhalb der gebraéuchlichen Grenzen) 
auf dem Felde nur geringe Verschiedenheiten im Stickstoffgehalt der Kérner 
feststellen kann. Immerhin begegnet man auch hier nicht selten deutlichen 
Schwankungen!. Bei maBigen Stickstoffgaben tritt im Vergleich zu ge- 
ringeren oder fehlenden mitunter ein Sinken des Stickstoffgehalts (beson- 
ders bei feuchter Witterung und hohem Ertrag) ein, bei starkerer Stickstoff- 
versorgung ein Ansteigen (vor allem bei trockener Witterung). Man gibt 
daher der Braugerste maBige, der Futtergerste héhere Stickstoffgaben. 


Wir verwandten zu den Untersuchungen jeweils die an Stickstoff 
reichen und an Stickstoff armen Samen von vier Gerstensorten (A bis D). 
die aus einem GefaBversuch (1937) unter Verwendung eines humosen, 


'@. Phitzer, Landwirtsch. Jahrb. 76, 747, 1932. 
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stickstoffbediirftigen Sandbodens stammten. Die an Stickstoff reichen 
Kérner waren durch eine Stickstoffgabe von 0,8 g als Ammonnitrat! 
zur PK-Grunddiingung, die an Stickstoff armen ohne zusitzliche 
Stickstoffversorgung erzielt worden (Wirkung des Bodenstickstoffs). 
Die Stickstoffgehalte zeigt die Tabelle 1. 


Tabelle I. 





Sorte A B C D 
NAMIOUGIG: 6. 655 koa sao at PK |NPK) PK NPK PK NPK PK NPK 
% N in der Trockensub- 

PONE oes kee eek hae: 1,86! 2,87 | 1,75 3,10 1,44 2,56 1,43 1,99 


A = Abessinische Nachtgerste; B = Dometzkows Paradies; C = Isaria; 
D = Hadostreng. 


Der EinfluB der Stickstoffdiingung auf die zur Aussaat verwandten 
Samen zeigt sich nicht nur in einer Anreicherung der Korner an 
Stickstoff, sondern auBert sich (s. Tabelle 11) auch in vermehrtem 
Korngewicht (mit einer Ausnahme) und in einem héheren Gehalt an 
Vitamin B,, Phosphor und Kalium. Dabei entspricht die Erhéhung 
des Phosphor- und Kaliumgehalts je Korn (angendhert) nur der 
Korngewichtssteigerung, die Gehalte an Gesamtstickstoff und Aneurin 
gehen jedoch dariiber hinaus. 

Die Bestimmung des Aneurins etfolgte nach der Thiochrommethode. 

Von den Proben kamen je 25 Kérner in zweifacher Wiederholung 
auf 400 g groben Glassand in zylindrischen Glasschalen von 6 cm Héhe 
und 11,5 cm Durchmesser zur Aussaat. Die Schalen wurden in einem 
nach Norden gelegenen hellen Raum in Fensternihe bei konstanter 
Temperatur von 20° belassen. 

Die Korner mit hohem Stickstoffgehalt wiesen einen Vorsprung in 
der Keimung auf. Die von ihnen entwickelten Sprossen iibertrafen an 
Wuchsleistung die Vergleichspflanzchen; ihre Blattfarbe war dunkler 
griin. 11 Tage nach dem Auslegen der Kérner wurden die Pflanzen 
geerntet. Den Entwicklungszustand, den sie bis zu diesem Zeitpunkt 
erreichten, zeigen die Abb. 1 bis 4. Die Zahlen entsprechen den Sorten A 
bis D (vgl. Tabelle I und Il); die mit a bezeichneten Pflainzchen sind 
Sprossen der an Stickstoff reichen Samen. 

Je 25 Sprossen wurden zusammengegeben und auf Ascorbinsaure, 
Chlorophyll und Carotin untersucht. (Die Wurzeln der stickstoffreichen 
Korner lieBen keine eindeutigen Unterschiede in der Entwicklung 
gegeniiber denen der stickstoffarmen K6érner erkennen.) 

Die Ascorbinséure wurde durch Titration mit Tillmans Reagens 
im sauren Extrakt (Trichloressigsdure) bei 7, 3 bestimmt. Die Unter- 
suchung auf Chlorophyll und Carotin erfolgte nach Isolierung im Chro- 


lL Je Mitscherlich-GefaB mit 7250 g¢ Boden. 
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matogramm kolorimetrisch (Zeiss-Stufenphotometer). Die Tabelle II 
zeigt die erhaltenen Werte. 
Tabelle II. 





1 Saatkorn enthilt ; Leistung je Korn 


_ Artder Ge yea be ca SproB- 
$ Nahr-  Wicht Aneurin : a i icht. Ascor- 
5 stoff- Je eee ees ae SproBliinge Frisch, | bin- Chloro- Caro- 
|| gabe | Korn || N P| «K chlor. Durchsehnitt Ba event siure Phyl — tin 
mg vines mm mg j ; 
| € ar 
A) PK 24,9 398/111 1340,055/ 195 184415 94 95 14 59 27 
NPK 29,0 716)130 154 0,087| gg 100+ 1,5 13° 195/ 16 83 3,7 
9 9 
B PK 44,8 674/201 230 0,099} i) 148 + 1,8| 450 198| 21/| 81 35 


NPK 42,0 1120 208 216 0,126 | oe 168 + 2,0 am 153. 26 1235 


9 >¢ 
CG PK 34,4 426/141 194 0,069 | a1 1224.0,8 62 66 14 40 20 


| 9 . 

NPK 37,6 828/161 2330,1131 137 139408 ')) 99 19 8 35 

D| PK | 35,7. 439/159 229.0,079| 114 117 4.08 ba 69' 18 37 1,9 
(145 98 


NPK 44,7 765 188 268 0,134) 139 12408 gg 98 21 7 32 


Uber die Leistung je Korn unterrichten die in Spalte 8 bis 12 der 
Tabelle II angefiihrten Werte. Die stickstoffreichen Samen haben in 
allen Fallen Keimpflanzen mit gréf8eren Sprossen, héheren Sprob- 
gewichten und vermehrten Ascorbinsaéure-, Chlorophyll- und Carotin- 
gehaJten geliefert. Die Steigerung der verschiedenen Werte sind bei 
Vitamin C gering, bei Chlorophyll und Carotin dagegen betrachtlich. 

‘ Die von uns friiher betonten Zusammenhange! zwischen der Er- 
nahrung der Pflanze mit Stickstoff und ihrem Vitamin- und Chlorophyll- 
gehalt erfahren in diesem Befund eine Bestatigung und insofern eine 
Erweiterung, als der férdernde EinfluB des Stickstoffs sich auch noch 
iiber die Samen auf die Keimpflanzen erstreckt. 

Untersuchungen tiber den Wuchsstoffgehalt verschieden ernahrter 
Pflanzen (und ihrer Samen) sind im Gange und werden nach Abschluf 
mitgeteilt. Nach Avery? ist der Wuchsstoffgehalt bei verstirkten 
N-Gaben erhéht. Nach neueren Auffassungen stellt auch Aneurin 
einen Wachstumsfaktor 3 fiir die Pflanze dar. Man kann vermuten, dal} 

1G. Pfiitzer u. C. Pfaff, Forschungsdienst, Sonderheft 7, 104, 1937. 

2 GS. Avery u. a., Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 22, 673, 1937; Amer. J. 
Bot. 24, 553, 1937 (Referate: Chem. Centralbl. 1, 2193, 1937; 1, 345, 1938). 

3 J, Bonner, Science 85, 183, 1937; vgl. auch A. von Kiuthy, V. int. 
Kongr. d. Technik u. Chemie d. Landw. Industrien, C. r. 1, 119, 1937; 
Went, Bonner u. Warner, Science 87, 170, 1938. 
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diese Wirkstoffe die Keimung der an_ Stickstoff reichen Kérner 
beschleunigen und die Wuchsleistung der jungen Pflanzen erhéhen. 

Ks interessierte noch zu untersuchen, ob auch Korner, die unter 
verschiedenen Ernahrungsbedingungen erhalten worden waren, bei 
gleichen Stickstoffgehalten gleiche Leistungen zeigen. Es standen uns 
Samen aus einem Vegetationsversuch zur Verfiigung, die angenahert 
gleichen Stickstoff- (und Aneurin-)Gehalt aufwiesen. Sie stammten 
von ungediingten Pflanzen und solchen, die eine NPK-Gabe mit 1,2 ¢ 
Stickstoff (Ammonnitrat) je GefiB erhalten hatten. Die Zusammen- 
stellung in Tabelle III und Abb. 5 zeigen, daB in der Tat mit beiden 
Proben fast gleiche Ergebnisse erzielt werden konnten. 


Tabelle LILI. 





1 Saatkorn enthilt ; Leistung je Korn 
Artder _“e- ; f 


nee ic ‘ Sprob- 
Nihr- Wicht Aneur >. 
Sorte stoff. je ; : — Sproblinge gewicht Ascorbin- 
gabe | Korn N P mY ieee Durchschnitt (Friseh- siiure 
hydrat) substanz) 
mg . mm mg Y 
F or. ear Ke ” _— 22 D: a 
Isaria ohne 35,9 = 525 155 215 0,0! 7! 122 + 0,9 ov) 79 19 
| 121 78 
vie.) bom ioe lee 4 - 2% . . Y 
NPK 38,7 566 159 227 0,070 | = 126 + 0,6 84 82 21 
—t Cc 





Abb. 5. 


Zusammenfassung. 

An Stickstoff und Vitamin B, reiche Gerstenkérner, die durch 
héhere Stickstoffgaben erzielt worden waren, zeigten eine héhere 
Keimungsgeschwindigkeit als an Stickstoff und Vitamin B, arme Samen. 
Die aus an Stickstoff reich ernahrten K6érnern stammenden jungen 
Pflanzchen waren den aus an Stickstoff armen Samen entwickelten 
Vergleichspflanzen an Wuchsfreudigkeit, SproBlange und Gehalten an 
Chlorophyll, Carotin und Ascorbinséure iiberlegen. K6rner mit (an- 
genahert) gleichem Stickstoff- (und Aneurin-)Gehalt, die unter ver- 
schiedenen Ernahrungsbedingungen erhalten worden waren, zeigten 
(angenahert) gleiche Leistungen (Wachstumsgeschwindigkeit und Ge- 
wicht der Sprosse, Ascorbinséiuregehalt). 








Uber die ultravioletten Absorptionsspektra 
der Blutgruppensubstanzen. 
Von 
M. Weltner. 


(Aus dem Institut fiir experimentelle und physikalische Chemie in Budapest.) 
(Eingegangen am 11. April 1938.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


In einer friiheren Arbeit! aus dem Gréhschen Laboratorium Budapest 
wurden wohldefinierte. spektralphotometrische Unterschiede zwischen 
den Serumglobulinen der Blutgruppen A und B festgestellt. Die Absorp- 
tionsmaxima der Serumglobuline der Blutgruppe A erleiden namlich 
eine starke zeitliche Erhéhung durch Einwirkung von Lauge (,,alkalische 
Erhéhung*'), was bei den Serumglobulinen der Blutgruppe B nicht der 
Fall ist. Weiter wurde gefunden, daB die alkalische Erhéhung der 
Serumglobuline A nicht durch das Agglutinin £ hervorgerufen wird. 
In der zitierten Arbeit sind verschiedene vorlaufige Versuche mit- 
geteilt worden, in welchen gepriift worden war, ob die spektroskopischen 
Unterschiede zwischen den Serumglobulinen A und B mit den Gruppen- 
substanzen in Zusammenhang stehen. Die in dieser Richtung erhaltenen 
Ergebnisse waren aber nicht eindeutig. 


Inzwischen sind im Chemischen Institut der Universitat Heidelberg 
sorgfaltig gereinigte Blutgruppensubstanzen? hergestellt worden und 
es schien interessant, die spektroskopischen Eigenschaften derselben 
zu untersuchen. - 


‘Die Praparate wurden zuerst in reinem Wasser aufgelést und die 
Absorptionsspektra der Lésungen im ultravioletten Licht mit derselben 
Apparatur, die auch in der zitierten Arbeit benutzt worden war, auf- 
genommen. Dann wurden die Lésungen mit den gleichen Volumina 
einer 0,2n Natronlauge vermischt und die Spektra einerseits sofort 
nach der Zugabe des Alkalis, andererseits nach 1 Stunde, 4 Stunden, 
| Tag und 3 Tagen aufgenommen. In der Zwischenzeit wurden die 
alkalisierten Lésungen in einem Thermostaten bei 25°C aufbewahrt. 
Die Ergebnisse sind in den Abb. 1 bis 5 zusammengefaBt. 

In neutralen, wasserigen Lésungen zeigen samtliche Gruppen- 


substanzen eine ziemlich schwache, selektive Absorption zwischen 270 


1 Diese Zeitschr. 290, 24, 1937. — 2 Fiir die Uberlassung dieser Prii- 
parate spreche ich Herrn Prof. Freudenberg meinen besten Dank aus. 
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bis 287 my, deren Lage und Hohe aber nicht besonders charakteristisch 
fiir die Blutgruppen zu sein scheint. Durch Alkalisierung wird friither 
oder spater bei simtlichen Priparaten eine ,,Erhéhung* der Absorption 
bewirkt. Um diese tibersichtlicher zu machen, wurden diejenigen 
alkalischen Erhéhungen ausgemessen, welche bei 286 my durch die 
Lauge hervorgerufen wurden. Vom Standpunkte der zitierten Arbeit 
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Abb. 5. 0-Substanz aus Menschenharn. 
Kurve 1: In neutraler wasseriger Lésung, 
Kurve 2: In n/10 NaOH, sofort nach der Alkalisierung, 
Kurve 3: In n/10 NaOH, nach 1 Stunde, 
Kurve 4: In n/10 NaOH, nach 4 Stunden, 
Kurve 5: In n/10 NaOH, nach 1 Tag. 
Kurve 6: In n/10 NaOH, nach 3 Tagen. 


spielen namlich in erster Linie diejenigen alkalischen Erhéhungen eine 
wichtige Rolle, welche bei dieser Wellenlange eintreten. Die so ge- 
wonnenen Werte sind in der folgenden Tabelle enthalten. (Die in 
Klammern befindlichen Werte sind mangels geniigender Substanz- 
mengen durch Extrapolieren festgestellt.) 
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Alkalische Erhéhungen bei 286 mu nach 


1 Std. 4 Std. 1 Tag 3 Tagen 


A-Substanz aus Menschenharn*® ........... 0 ~~ 0.28 0 + 0.49 
A-Substanz, gereinigt, aus Schweinemagen.. — 0,1 + 0,2 + 1,65) + 3,11 
A-Substanz, hochgereinigt, ausSchweinemagen +0,5nach2Std. (+ 6,0) (+ 6,0) 
B-Substanz aus Menschenharn ............ 0 — 0,38 + 0,6 | + 0,72 
O-Substanz aus Menschenharn ............ + 0,26 | + 2,26 | + 1,86) + 1,48 


* Dieses Priparat und die folgenden entsprechen den in den Naturwissenschaften 24, 522 
1936 gekennzeichneten. 


’ 


Vergleicht man nun diese Zahlen mit den in der zitierten Arbeit 
gewonnenen Ergebnissen, so kann man folgendes feststellen: 

1. Zwischendenin dieser Ta belle angegebenen alkalischen Erhéhungen 
der A- und B-Substanzen zeigen sich keine solchen markanten Unter- 
schiede, wie man erwarten sollte, wenn die spektroskopischen Unter- 
schiede zwischen den Serumglobulinen der Blutgruppen A und £ 
tatsichlich durch die Gruppensubstanzen verursacht wiirden. 

2. Die alkalische Erhéhung spielt sich unter den angegebenen 
Bedingungen (Konzentration der Natronlauge, Temperatur) bei Serum- 
globulinen A binnen 2 Stunden praktisch vollstaéndig ab. Von diesem 
Zeitpunkte ab bleibt das Absorptionsspektrum eines A-Globulins 
unverandert. Bei den jetzt untersuchten Gruppensubstanzen A und B 
ist die Verschiebung der Absorptionskurve in dieser Zeit nicht vollendet. 
(Siehe die Tabelle.) ; 

3. Bei den Serumglobulinen der Blutgruppe A macht die alkalische 
Erhéhung durchschnittlich 2,26 e-Einheiten aus (1. c. 8S. 26). Die alka- 
lischen Erhéhungen bei den Gruppensubstanzen A sind nun zu klein, 
um damit das Verhalten der Serumglobuline 4 erklaren zu kénnen, 
denn diese Globuline enthalten die Gruppensubstanz sicherlich nur in 
sehr kleinen Mengen — wenn sie dieselbe iiberhaupt enthalten. 

Alle diese Argumente fiihren also zur SchluBfolgerung, daB dir 
spektroskopischen Unterschiede zwischen den Serumglobulinen A und B 
keineswegs unmittelbar auf die Gruppensubstanzen zuriickgefiihrt werden 
kénnen. 

Eine andere und davon unabhangige Frage ist die, wodurch die Er- 
héhung mit Alkali bei den Gruppensubstanzen hervorgerufen wird. 
Dazu sei nur bemerkt, daB die Absorptionsspektra aller Kohlenhydrate 
gegen NaOH empfindlich sind. Naheres dariiber findet sich in den 
Arbeiten von L. Kwiecinski und L. Marchlewski'. 


1 Bull. Akad. Polonaise 1929, S. 317; 1933, S. 397, 409. 
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Bemerkungen zur Oxyhimoglobinmethode fiir die Verfolgung 
der Zellatmung. 
Von 
Georg Emédi. 
(Eingegangen am 4. April 1938.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Die Oxyhamoglobinmethode zur Verfolgung der Zellatmung ist von 
Neumann (1) angegeben und von Emédi und Sdrkdny (2) angewandt und 
kritisiert worden. Sie ist im wesentlichen eine Indikatormethode, in welcher 
das Absinken der Sauerstofftension bis zu einem bestimmten Wert durch 
das Verschwinden des HbO,-Spektrums und das Erscheinen des Spektrums 
des reduzierten Hamoglobins angezeigt wird. Die Durchfiihrung der Be- 
stimmungen war in groBen Ziigen folgende: Es wurde zur HbO,-Lésung eine 
gewisse Hefemenge zugesetzt, ein aliquoter Teil der Suspension in einem 
geeigneten GefaB luftdicht abgesperrt, und das Verschwinden des HbO,- 
Spektrums beobachtet. Die Berechnung des Sauerstoffverbrauchs geschah 
in der Weise, daB zur Sauerstoffmenge, die die Hefesuspension physikalisch 
absorbierte, die durch das Hamoglobin chemisch gebundene Sauerstoff- 
menge addiert wurde. 

Nach der Annahme Neumanns beweist das Verschwinden des HbO,- 
Spektrums, dais der anwesende Sauerstoff gianzlich verbraucht wurde. 
Diese Auffassung wird dadurch unterstiitzt, daB die spaiter von Emédi und 
Sarkany (2) unter bestimmten Umstianden bei der Hefeatmung gefundene 
Beziehung zwischen atmender Hefemenge (H), verbrauchter Sauerstoff- 
menge (vv) und Verbrauchszeitdauer 


t= Ki (7) + Ks 


wobei K, und A, Konstanten bedeuten, auch in den Newmannschen Experi- 
menten gilt, wenn im Augenblick des Verschwindens des HbO,-Spektrums 
die verbrauchte Sauerstoffmenge der Summe der physikalisch und chemisch 
gebundenen Sauerstoffmengen gleichgesetzt wird. 


1. Bestimmung der Sauerstofftension, bei welcher die Reduktion des Oxy- 
himoglobins eintritt. 


Die Messungen wurden mit Quecksilbermanometern durchgefiihrt. 
Der eine Ast des Manometers stand mit etwa | cem HbO,-Lésung in einem 
kleinen Reagensrohr und mit einer Wasserpumpe in Verbindung, die einen 
hinlanglich niedrigen Druck erzeugte. Nachdem der erforderliche Druck 
erreicht war, wurde der Apparat gegen die Wasserpumpe abgesperrt. Der 
andere Ast des Manometers war einmal offen, das anderemal iiber dem 
Quecksilberniveau luftfrei abgelétet. Die Berechnung des Sauerstoffdruckes 
iiber die HbO,-Lésung geschah in der Weise, daB der Wasserdampfdruck 
von dem Druck iiber der HbO,-Lésung abgezogen und die Differenz mit 
5 dividiert wurde. 
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Das Spektrum wurde in ihnlicher Weise beobachtet, wie in der HbO 
Methode. Es wurden Lampen von 40 bis 150 Watt angewendet, der Fakt« 
(HbO, in % + Schichtdicke in mm) war zwischen 1,5 und 3. Wenn nac! 
der Erreichung einer bestimmten Sauerstofftension die Anderung des Spek 
trums nicht sofort auftrat, wurde das Spektrum unter haufigem Schiitte! 
der Lésung noch !/, bis 2 Stunden lang beobachtet, obwohl bei geniigende 
Sauerstoffspannung die Anderung wahrend einer halben Stunde eintrat 


Zahlreiche Bestimmungen fiihrten zu dem_ iibereinstimmenden 
Ergebnis, daB die Reduktion der HbO,-Lésung unter den Bedingungen 


der HbO,-Methode nur unter einem O,-Druck von 1 mm Quecksilber 


. . . . s 
zustande kommt; bei etwa 1 mm Quecksilber ist ein t bergangsspektrum 
zu beobachten. Die folgenden Beispiele sollen dies veranschaulichen 





Sauerstoffdruck 


P : Bemerkung 
in mm Quecksilber ung 


1. Beispiel: HbO, in %-Schichtdicke in mm 2,8. 


10 Wiahrend 2 Stunden 15 Minuten keine Reduktion. 
5 Wihrend einer weiteren Stunde keine Reduktion. 
0,5 Reduktion in 20 Minuten. 
3 Wihrend 2 Stunden keine Reduktion. 
0,3 Reduktion in 10 Minuten. 

2. Beispiel: HbO, in % -Schichtdicke in mm 2326 
1,4 Wiihrend 2 Stunden keine Reduktion. 

3. Beispiel: HbO, in %-Schichtdicke in mm = 2,8. 
1,0 Es ist ein Ubérgangsspektrum zu beobachten. 


Da der Sauerstoffpartialdruck in der Atmosphare etwa 150 mm 
Quecksilber ist, ist also im Augenblick der Reduktion héchstens noch 
der 150. Teil des physikalisch gelésten Sauerstoffs anwesend und ent- 
sprechend der Dissoziationskurve des HbO, 1—2 %, des chemisch 
gebundenen Sauerstoffs. Wenn also in der HbO,-Methode mit der 
Annahme gerechnet wird, daB im Augenblick der Reduktion der gesamte 
Sauerstoff veratmet ist, so begeht man einen geringen Fehler. Damit 
ist eine grundlegende Voraussetzung der Methode experimentell be- 
statigt. 


2. Die Anwendung der Hb0,-Methode auf Gewebsschnitte und das Grenz- 
sehnittdicke-Phinomen. 


Die Methode war in Hefesuspensionen, Leukocyten- und Bakterien- 
suspensionen gleichfalls anwendbar, dagegen zeigte sie sich fiir Gewebs- 
schnitte ungeeignet, was iibrigens schon Newmann beobachtet hatte. 
Gewebsschnitte mit einem Gesamttrockensubstanzgehalt von 131 mg 
haben z. B. bei einer Temperatur von 20° 560 cmm Sauerstoff wahrend 
24 Stunden nicht verbraucht, obzwar dazu schon ein Wert von 0,2 fiir 
Qo, hingereicht hatte. 
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Sehr wahrscheinlich erklart sich diese Erscheinung durch das 
Grenzschnittdickephanomen von Warburg (3). Darunter  versteht 
man bekanntlich die Verminderung des (o,, die dann eintritt, wenn die 
Dicke des Gewebsschnittes einen Grenzwert, die Grenzschnittdicke, 
iiberschreitet. Diese Verminderung riihrt davon her, dag der hinein- 
diffundierende O,; nicht in das Innere des Schnittes gelangt, sondern 
von oberflachlichen Zellen veratmet wird, wodurch die tiefereu Schichten 
an der Atmung nicht teilnehmen. 

Nun ist in der HbO,-Methode die anfiangliche Sauerstofftension 
150mm Quecksilber, die Schnitte dagegen kénnen nicht diinner her- 
gestellt werden als 0,2 mm, was etwa fiir 150mm Quecksilber die 
Grenzschnittdicke ist. Sobald die Sechnitte den Sauerstoff zu ver- 
brauchen anfangen, sinkt der Sauerstoffdruck, und es wird wegen 
Sauerstoffmangel ein immer gréBerer innerer Teil des Gewebsschnittes 
aus der Atmung ausgeschaltet und dadurch kénnen die Schnitte die zur 
Reduktion nétige Sauerstofftension, die unter 1 mm Quecksilber liegt, 
sehr lange nicht zustande bringen. 

Die skizzierte Hypothese erscheint auf Grund folgender Berechnung 
plausibel. 

a) Der Wert der Grenzschnittdicke, bei einer Sauerstoffspannung von 
Imm Quecksilber. Nach der wohlbegriindeten Ableitung von Warburg 
ist die Grenzschnittdicke, die einer AuBensauerstoffkonzentration cy 
entspricht (d.h. die gré8te Schnittdicke, bei welcher noch der ganze 
Schnitt O, verbraucht, da nur im Mittelpunkt die Sauerstoffspannung 
auf Null gesunken ist), 


cur” 
a= | 8c 


wo d die Schnittdicke, D den Diffusionskoeffizienten des Sauerstoffs, 
A die GréBe der Atmung (die von der Volumeneinheit wahrend Zeit- 
einheit verbrauchte O,-Menge) bedeutet. Diese Formel wurde fiir 
solche Schnitte abgeleitet, bei denen eine wesentliche O,-Diffusion nur 
der kiirzesten 0,2 bis 0,4mm langen Achse nach zustande kommt, 
wogegen senkrecht dazu wegen den groBen Dimensionen kein Sauerstoff 
in das Innere der Schnitte ciffundiert. 

Damit man mit der obigen Formel rechnen kann, ist die Kenntnis 
von JD noétig. Nach den Daten von Warburg ist bei einer Sauerstoff- 
spannung von 750mm Quecksilber und bei einem Qo,-Wert von 8 
die Grenzschnittdicke 500 u (3) (4). Auf Grund der obigen Forme! ist 
also D = — 333. Nehmen wir an, da®B unser d (500 w) einen groben, 
z. B. 50% igen, Fehler besitzt. In diesem Falle gilt der 50°,ige Fehler 
auch fiir alle ausgerechneten Grenzschnittdickewerte. Da es aber fiir 
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uns belanglos ist, ob statt 20, 10 oder 30 yu ausgerechnet werden, kénner 
wir davon absehen. 

Sei nun D = —333, Yo, = — 8. so entspricht einer auBeren 
Sauerstofftension cy = 1 mm Quecksilber auf Grund der obigen Forme! 
die Grenzschnittdicke 

= 8 pu, 
was bedeutet, daB ein Leberschnitt mit Durchschnittsatmung bei so 
niedriger Sauerstoffspannung nur dann unverandert atmen kann, 
wenn seine Dicke den Grenzwert von 18 v. nicht iiberschreitet. 


Wenn die Dimensionen in allen Richtungen niedrig sind, wie z. B. bei 
Hefezellen, so verbessern sich natiirlich die Diffusionsverhaltnisse den 








Abb. 1. 


Gewebsschnitten gegeniiber, da die Diffusion in das Innere aus allen Rich- 
tungen erméglicht ist. Fiir ein durch zwei Kugeloberflachen begrenztes 
Element eines kugelf6rmigen Gewebsstiickchens (vgl. Abb. 1) gilt — da 
unter stationéren Umstinden die Differenz der hinein- und hinausdiffun- 
dierenden Sauerstoffmengen der veratmete Sauerstoff ist —- (s. die Dar- 
stellung) 
ie | a3 2 3 
Rta dete a ite ta dk 
dz dz 3 

woraus 


A d?¢ 2 dc 


See . 1 
D~ dats dz (1) 
Letzterer Zusammenhang kann nur dann bestehen, wenn entweder 
dc K 
= i a Kz (2) 
dz 2? 
oder 
de 
= Kz 3 
dz (3) 


(K, K,, K, bedeuten Konstante). (2) kénnen wir ausschlieBen. Ist namlich 


€ 
z = 0, so ist mle 0 und also kK, = 0. Es bleibt also nur (3), welches 
dz 





ul 


wi 


™ 
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unserer Vorstellung entspricht. Auf Grund von (1) ist A 3D° Setzen 
wir statt 2 = > xv und integrieren wir, so wird 
As Ad 


c¢= w— = x c 
6D 6D T 


sein, wo ¢y die Sauerstoffkonzentration bedeutet, die an der Oberfliche 


d 
herrscht. Und endlich ist die Grenzschnittdickeforme] (c 0,wenn «= > ) 


D 
d = V24c ; 
i= J 24¢ A 
Wenden wir die letztere Formel auf die Hefeatmungsversuche an, die mit 
der HbO,-Methode durchgefiihrt wurden und in denen die normale Héhe 
des Qo, und die Giiltigkeit der Emédi-Sarkany-Regel beweisen, dais die 
Atmung ungestért in derselben Weise, ablauft wie bei hoher Tension im 
Warburg-Apparat. In diesen Versuchen war der maximale Qo, 22, bei 
D = —-333 und co = 1mm Quecksilber wird also die Grenzschnittdicke. 


d= 19 yp 
sein. 

Beide Grenzschnittdickewerte sind von plausibler GréBenordnung, 
da die Hefezellen, deren Atmung ungestért abgelaufen ist, einen Durch- 
messer von 7—S8 uv. besitzen, und da die Gewebsschnitte mit einem 
Durchmesser von 200 bis 500 » wahrend langer Zeit nicht solche Sauer- 
stoffmengen verbrauchen, die sie schnell verbrauchen kénnten, also 
offenbar weit oberhalb der Grenzschnittdicke liegen. 


b) Welcher Teil der Schnitte wird bei niedriger Sauerstofftension 
inaktiv? Dies laBt sich, auf Grund der Warburgschen Formel, ermitteln. 
Die Sauerstoffkonzentration andert sich mit dem Abstand von der 
Oberflache folgendermaBen [3]: 


' ae. 
“(9° er 
Im Falle D - 333, ¢g = Lmm Quecksilber, Qo, = — 8 und 


d == 200 v. wird c dann Null sein, wenn x, = 0,4 vy und x, = 199,6 u. 
Angenommen, daB die Atmung bis zu unendlich kleinem Sauerstoff- 
druck vom Sauerstoffdruck unabhangig ist, werden also diejenigen Teile 
des Schnittes unverandert atmen, die von der Oberflache nicht weiter 
liegen als 0,4 vu, insgesamt also der 0,004. Teil des Schnittes. Da die 
Ableitung auf der Voraussetzung beruht, daB A von x unabhangig ist, 
ist diese Formel eigentlich nur bis zu derjenigen kleinsten Sauerstoff- 
konzentration giiltig, die die Atmung noch nicht beeinfluBt. Diese 
Konzentration liegt sehr niedrig und darum begehen wir kaum einen 
Fehler, wenn wir sie gleich Null! annehmen. 
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Zusammenfassung. 


1. Es wurde experimentell bewiesen, da® das Spektrum des redu 
zierten Hiaimoglobins unter den Bedingungen der HbO,-Methode bei 
einem Sauerstoffdruck von 1mm Quecksilber oder weniger auftritt. 
Die Annahme, da das Erscheinen des Spektrums des reduzierten 
Haimoglobins praktisch das Verschwinden des Sauerstoffs bedeutet. 
ist also auch experimentell bestatigt. 

2. Die Methode erscheint fiir Atmungsbestimmungen an Gewebs- 
schnitten véllig ungeeignet. Die Atmung verlangsamt sich namlich bei 
der HbO,-Methode im héchsten MaBe, was mit dem Grenzschnittdicke- 
phanomen erklairt werden kann. Diese Vorstellung kann durch Be- 
rechnung plausibler Werte unterstiitzt werden. 


Literatur. 
1) Neumann, diese Zeitschr. 281, 181, 1935. 2) Emédi-Sarkany, 
ebenda, 290, 71, 1937. —- 3) Warburg, ebenda 142, 317, 1923. 4) Seigo 


Minami, ebenda 142. 334, 1923. 











Uber den EinfluB des Chlorophylls 
auf die Autoxydation der Ascorbinsaure. 
Von 
P. C. Rakshit. 
(Chemical Laboratory, University of Dacca, India.) 


(Eingegangen am 14, Marz 1938.) 


Die Ascorbinséure, das Vitamin C, ist im Pflanzenreich weit ver- 
breitet. Das Vitamin wird bekanntlich in sprossenden Samen und in 
den wachsenden Spitzen der Pflanzen sehr schnell gebildet. Weiter 
ist bekannt, daB die Konzentration der Ascorbinséure und der griinen, 
gelben und anderen Pigmente parallel geht. Bisher sind unsere Kennt- 
nisse nur auf die Beobachtung ihres gemeinsamen Vorkommens in der 
Natur und die Tatsache beschrankt, da das Vitamin immer in der 
reduzierten Form existiert. Mit den Pigmenten ist aber die photo- 
synthetische Aktivitét eng verbunden und die relativ hohe Konzentra- 
tion der Ascorbinséure an Stellen sehr hohen Stoffwechsels kann als 
Hinweis auf ihre wichtige Rolle bei Stoffwechselvorgingen angesehen 
werden. Das Zusammentreffen der photosynthetischen Aktivitat und der 
Vitamin C-Konzentration weist natiirlich auf eine Beziehung zwischen 
den Pigmenten und dem VitaminC hin. Es ist deshalb vor allem 
wiinschenswert, das Verhalten des Vitamins C in Gegenwart der Pig- 
mente zu untersuchen. Im folgenden sind die Ergebnisse beschrieben, 
die beim Studium der Autoxydation der Ascorbinséure in Gegenwart 
von Chlorophyll erhalten wurden. 

Die Oxydation der |-Ascorbinséure wurde bei konstanter Tem- 
peratur (25°) in einer Warburg-Apparatur ausgefiihrt. Zu den einzelnen 
Versuchen wurden Phosphatiésungen als Puffer verwendet. Die be- 
nutzte Ascorbinsiure war ein reines Praparat synthetischen Vitamins 
von Light & Co. Die reinen Praparate von Chlorophyll-a und Chloro- 
phyll-b waren von Prof. Stoll. Das Pigment wurde im allgemeinen in 
reinem Aceton gelést und von der konzentrierten Lésung wurde ein 
Tropfen zu der wasserigen Lésung der Ascorbinsiure gegeben. Das 
Chlorophyll blieb kolloidal gelést. In bestimmten Versuchen wurde 
das Chlorophyll in einer Lecithinemulsion zugegeben. Die Lecithin- 
emulsion selbst hat keinen EinfluB auf die Oxydation der Ascorbinsaure 
durch Luft. Da die Konzentration des Chlorophylls sehr gering war, 
konnte die Ascorbinséure nach dem Versuch direkt mit Jod bestimmt 
werden. 

Die Chlorophyllésung in der Lecithinemulsion wurde in folgender Weise 
dargestellt. Eine gewogene Menge Chlorophyll wurde in absolutem Alkohol 
gelést und dann tropfenweise zu einer wasserigen Emulsion von Lecithin, 


Biochemische Zeitschrift Band 297. 11 








154 P. C. Rakshit: 


die etwas Chloroform enthielt, zugegeben. Das ganze wurde dann 20 Tag: 
lang durch Pergamentpapier dialysiert. Die dialysierte Lésung wurde au 
ein bestimmtes Volumen aufgefiillt und hielt sich so mehrere Monate. 
Tabelle I. 
Chlorophyll-a wurde in Aceton gelést zugegeben. Die Konzentration de: 
Ascorbinséure war 1.10-? Mol. py = 7,0. 





Konzentration Bae ae cmm 0» absorbiert nach ais 
des Chlorophyll -a 0 Min. 30 Min. 60 Min. 90 Min. 120 Min. 240 Min. 
2.107? Mol 0 0 0 0 0 0 
S10. x 0) 0 0 0 0 0 
oe” 0 0 0 0 0 0 
G.40°* .,. 0 25 45 56 64 68 
Null 0 42 65 82 86 = 


Tabelle II. 


Chlorophyll-b wurde in Aceton gelést zugegeben. Die Konzentration de1 








Ascorbinsiure war 1.10-? Mol. py = 7,0. 

i cnpenteation Sauerstoffaufnahme in cmm nach = 
des Chiorophyil-b || 9 win. 30 Min. 60 Min. 90 Min. 120 Min. 
2.107% Mol 0 0 0 0 0 
2.10°* - 5, 0 0 0 0 0 

“2e10° 0 40 69 80 
Null 0 44 68 84 88 


In dem KontrollgefaB der Warburg-Apparatur wurde die gleiche 
Menge Aceton zugegeben, wie in den das Chlorophyll enthaltenden 
ReaktionsgefaBen enthalten war. 


Tabelle III. 


Chlorophyll-a wurde in einer Lecithinemulsion zugegeben. Die Konzentra- 








tion der Ascorbinsiure war 1 .10-? Mol. py = 7,2. 
Konzentration oe ee Sauerstoffaufnahme in cmm nach 
des Lecithins || des Chiorophyll-a 0 Min. 60 Min. 120 Min. 180 Min. 
0,001 Mol || 1.1074 Mol 0 0 0 0 
ODOL: «55 $d og 0 80 100 112 
6001 -.. Null 0 80 110 148 
Null , 0 85 105 142 


Dieser Versuch wurde mit einer Spur Ferrosalz wiederholt. Chloro- 
phyll-a = 2.10-* Mol, Ferrosalz = 1. 10-4 Mol. Dadurch wurde aber 
die Hemmung der Oxydation der Ascorbinséure durch Chlorophyll-a 
allein auch nicht aufgehoben. 

Das Vitamin C ist also, wie die obigen Ergebnisse klar zeigen, durch 
geringe Konzentrationen von Chlorophyll-a und -b, mit denen es oft 
in der Natur zusammen vorkommt, gegen die Autoxydation geschiitzt. 
Dabei war das Chlorophyll sogar nicht in wahrer Lésung zugegeben, 





wa SS wa 6 9D 


— 


ran 








Einflu8 des Chlorophylls auf die Autoxydation der Ascorbinsaéure. 155 


sondern blieb in Suspension und kolloidalem Zustand. Die Lecithin- 
emulsion des Chlorophyll-a ist dem Vorkommen des Chlorophylls in 
der Natur physikalisch ahnlich. 

Man kénnte sich vorstellen, daB das Chlorophyll dadurch die 
Autoxydation der Ascorbinsiure hemmt, daB zwischen Chlorophyll und 
Ascorbinsaure eine Verbindung entsteht. Ein Beweis dafiir lieB sich 
aber nicht finden. Die optische Drehung eines Gemisches von Ascorbin- 
siure und Chlorophyll ist einfach additiv und zeigte keine plétzliche 
Verinderung, die auf die Bildung einer neuen Verbindung zuriick- 
zufiihren ware. Es wurde weiter die Absorption einer Acetonlésung 
von Chlorophyll bei verschiedenen Wellenlangen spektrophotometrisch 
gemessen. Die abgelesenen Werte bleiben unverandert, wenn Ascorbin- 
siure in verschiedenen Konzentrationen zugemischt wurde (Tabelle IV). 


Tabelle IV. 





Konzentration Konzentration 
Licht des Chlorophyll-a | der Ascorbinsiiure Spektrale Ablesung 
. 10-4 Mol . 10-4 Mol 
1,25 Null 54,5 
Ere ees eee 1,25 2,50 54,4 
1,25 1,25 54,5 
| 1,25 Null 57,3 
NS ea Sas eo eRe ES eR 1,25 2,5 57,2 
| 1,25 1,25 57,2 


Ahnliche Versuche wurden auch mit einer alkoholischen Lésung 
von Carotin gemacht, doch vermag dieses Pigment die Verainderung 
der Ascorbinsiure durch Luft nicht zu hemmen. 

Ich danke Herrn Prof. Dr. J.C.Ghosh, D.Sc., fiir das groBe 
Interesse und die Unterstiitzung. 


Zusammenfassung. 


Vitamin C (Ascorbinsaiure) wird durch eine Suspension von Chloro- 
phyll-a oder -b in sehr geringer Konzentration gegen molekularen 
Sauerstoff geschiitzt. Zum gleichen Ergebnis fiihrt die Zugabe des 
Chlorophylls in einer Lecithinemulsion. Es lieB sich bei Messungen der 
Lichtabsorption oder der optischen Drehung kein Beweis dafiir finden, 
daB zwischen der Ascorbinsiure und dem Chlorophyll eine Komplex- 
verbindung gebildet wird. 

Literatur. 
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Untersuchungen iiber den Aggregationsmechanismus 
der Erythrocyten. 
IV. Mitteilung: 
Uber photoelektrische Bestimmung des Aggregationsyerlaufes in 
Blutkérperchensuspensionen. 
Von 
Bertil Swedin. 
(Aus der physiologisch-chemischen Abteilung des Karolin. Instituts 
in Stockholm). 
(Eingegangen am 11. April 1938.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In friiheren Arbeiten (Swedin, 1936) wurde eine optische Methode 
beschrieben, mit der eine Sedimentationsanalyse von Blut und Erythro- 
cytensuspensionen ausgefiihrt werden konnte. Ihr Prinzip ist folgendes: 
Kin diinnes, paralleles, monochromatisches Lichtbiindel wurde horizontal 
durch eine Blutséule, und zwar 10 mm unterhalb ihrer freien Oberflache, 
geschickt. Ein gewisser Teil des Lichtes wurde beim Durchgang durch 
das Blut absorbiert. Diese Absorption wurde kontinuierlich mit Hilfe 
einer photoelektrischen Zelle und eines rotierenden Sektors, dessen 
Offnung wahrend des Ganges verstellbar war, bestimmt. 

Wenn eine Blutprobe oder eine Erythrocytensuspension in einem 
GefiB stehen gelassen wird, beginnen die Erythrocyten nach einer 
kurzen Latenzzeit sich zu gréBeren oder kleineren Aggregaten zu ver- 
einigen. Wegen ihres héheren spezifischen Gewichts in der Suspension 
fangen sie auch zu sedimentieren an. Diese zwei Vorgange, Aggregation 
und Sedimentation, die wahrend eines gewissen Zeitintervalls zu- 
sammenfallen, verursachen beide Verainderungen der Lichtabsorption 
(s. Swedin, 1936). Sowohl die Erythrocytenaggregation wie die Sedimen- 
tation einer polydispersen Suspension hatten eine Verringerung der 
Absorption zur Folge. 

Bei der Sedimentationsanalyse von Blutproben, d.h. einer quanti- 
tativen Bestimmung von Erythrocytenaggregatfraktionen mit ver- 
schiedener Sedimentationsgeschwindigkeit, ist es von primarer Be- 
deutung, daB man diese beiden Vorginge gesondert bestimmen kann, 
da sonst die erhaltenen Verteilungsdiagramme in gewissem Umfang nur 
scheinbar sind. 

Wenn also ein paralleles Strahlenbiindel horizontal durch eine 
polydisperse Erythrocytensuspension geht, so erfolgt wahrend des 
Sedimentationsverlaufes eine kontinuierliche Verringerung der Absorp- 
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tion, die teils durch die Aggregation, teils durch die Sedimentation in 
der Suspension verursacht ist (,,Horizontalbestimmung‘‘). 

LaBt man dagegen das parallele Strahlenbiindel die gleiche Suspen- 
sion vertikal passieren, so beruht die dann erfolgende Verringerung der 
Absorption nur auf der Aggregation und Ballung der Erythrocyten am 
Boden des GefafBes in der Suspension, da in diesem Falle keine Ver- 
inderung der Konzentration auf dem Wege des Lichtes bei der Sedimen- 
tation stattfindet (,,Vertikalbestimmung‘‘). 

Wird sowohl! eine Horizontal- wie eine Vertikalbestimmung der 
Absorptionsverringerung in der Suspension ausgefiihrt, so kann die 
Aggregation und Ballung der Erythrocyten sowie das wahre Ver- 
teilungsdiagramm studiert werden. 


Methodik. 


Die Versuchsanordnung geht aus dem schematischen Bild in Abb. I 
hervor. Bei der ,,Horizontalbestimmung wurde im groBen und ganzen 
die gleiche Anordnung verwandt, die schon friiher beschrieben wurde 
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Abb. 1, 
L Lichtquelle. S Horizontaler Spalt. K Kiivette der Horizontalbestimmung. 
C Kiivette der Vertikalbestimmung. P Glasprisma. Z Photoelektrische Zelle. 
R Rotierender Sektor. 


(Swedin, 1936), jedoch mit dem Unterschied, daB das Strahlenbiindel, 
nachdem es die Sedimentationskiivette passiert hatte, in einem Winkel 
von 90° durch ein Glasprisma gebrochen wurde, um schlieBlich die 
Photozelle (Kalium-Caesium in Edelgasatmosphare) zu erreichen. Siehe 
Abb. la. 

Die Sedimentationskiivette wurde bei der ,,Vertikalbestimmung‘ 
fortgenommen und durch eine liegende Kiivette ersetzt. Die Anbringung 
der letzteren auf dem Wege des Strahlenbiindels geht aus Abb. 1b 
hervor. 
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Um mit hinreichender Genauigkeit die sogenannte Senkungs- 
reaktion, d.h. die Verschiebung der oberen Grenze der Erythrocyten. 
siule (SR,) waihrend der Sedimentation in der Kiivette (K) verfolgen 
zu kénnen, wurde diese mit ihrem Inhalt in hinreichend kurzen Zeit. 
abstanden photographiert. Dadurch, daB man die erhaltenen photo- 
graphischen Registrierungen im Vergr6Berungsapparat mab, konnte die 
. Senkungsreaktion“~ (SR,) in der Kiivette leicht mit einer Genauigkeit 
von 0,05 mm bestimmt werden. 

Die Versuche wurden so ausgefiihrt, daB Blutproben mittels 
Venenpunktion von Versuchspersonen entnommen wurden. Das Blut 
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Abb. 2. 


wurde in der Spritze zu 20°, mit 3,8°,iger Natriumcitratlésung (nach 
Westergren) versetzt. Wahrend der ersten halben Stunde nach der 
Entnahme der Probe erfolgte die Vertikal- und Horizontalbestimmung 
der Absorptionsverringerung, danach wurde die Senkungsreaktion 
(SR,,) in der Sedimentationskiivette registriert. 


Diskussion der Ergebnisse. 


Bei einer Serie von 12 Versuchen wurde im grofen und ganzen 
immer wieder das gleiche Resultat erhalten, weshalb hier nur einer 
dieser Versuche beschrieben wird. Die erhaltenen Zahlenwerte sind in 
den Kurven in Abb. 2 graphisch zusammengefaBt. 

Die Kurve, die die Absorptionsverringerung bei der Horizontal- 
bestimmung zeigt, hat — wie man meist findet — zwei Inflexionspunkte. 
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Bei der graphischen Differenzierung der Kurve findet man diese als 
Maxima in dem dabei erhaltenen scheinbaren Verteilungsdiagramm 
wieder. Ein erstes zeigte sich nach 12!/, Minuten und ein zweites nach 
25'/, Minuten. 

Die Neigung der Senkungsreaktionskurve nimmt wahrend der 
ersten 13 bis 14 Minuten standig zu, um danach konstant zu werden 
ein Verhalten, das nach der gelaufigen Auffassung dann eintritt, wenn 
die Aggregation in der Suspension vollendet ist. 

Die die Vertikalbestimmung der Absorption wiedergebende Kurve 
hat einen S-formigen Verlauf. Der Inflexionspunkt der Kurve erscheint 
nach etwa 13!/, Minuten und gibt die Aggregationszeit an (Wannow 
und Hoffmann, 1937). Der erste Teil der Kurve diirfte der Absorptions- 
verringerung entsprechen, die durch die Aggregation veranlaBt ist, 
und der zweite Teil derjenigen, die durch die Ballung der Erythrocyten 
im Endabschnitt der Sedimentation verursacht wird. 

Nach 12!/, Minuten betrug die Absorptionsverringerung 8,5°,, bei 
horizontalem, aber nur 1,5°, bei vertikalem Lichtdurchtritt; mithin 
diirften 7° der Verringerung bei horizontalem Lichtdurchtritt durch 
eine Konzentrationsabnahme der Erythrocyten verursacht sein. 

Um ein wahres Verteilungsdiagramm zu erhalten, muB also folgende 
Korrektur vorgenommen werden: 


df(H)  adf(V) df (F) 
* "Sen "Ree ee ™ 


/ (HM) ist die Funktion der Horizontalbestimmungskurve, /(V) die 
der Vertikalbestimmungskurve (nur der erste Teil der Kurve bis zum 
Inflexionspunkt wird benutzt) und /(F) ist die Funktion der Absorp- 
tionskurve, die nur von der Erythrocytenkonzentration in der Suspension 
abhdngig ist. Die verschiedenen Werte fiir d/(F)/dt werden also das 
wahre Verteilungsdiagramm bilden, das exakt die GréBe der Erythro- 
cytenfraktionen angibt, die verschieden grobe Fallgeschwindigkeit 
haben. — Diese Differenzierungen werden auf den experimentell er- 
haltenen Kurven graphisch ausgefiihrt. 


Literatur. 
B. Swedin, Gradualabhandlung, Stockholm 1936. — Derselbe, diese 
Zeitschr. 288, 155, 1936. —- H. A. Wannow u. K. Hoffmann, Koll.-Zeitschr. 
80, 294, 1937. 








Uber Grenzdextrine und Starke. 
I. Mitteilung. 
Von 
K. Myrbick. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Eingegangen am 20, April 1938.) 


Um zu erklaren, warum bei der Spaltung (,,Verzuckerung‘') der 
Starke durch Amylasen meistens neben Maltose betrichtliche Mengen 
von héhermolekularen Stoffen, sogenannte Grenzdextrine, entstehen. 
kann man entweder annehmen, daB die Starke primar durch die Enzyme 
in eine labile Form eines einfachen Zuckers (Glucose oder Maltose) 
zerlegt wird, die sich dann zum gr6éBten Teil zu Maltose, zum kleineren 
Teil zu héhermolekularen Substanzen stabilisieren, oder man kann 
annehmen, da bei der Enzymwirkung gewisse Teile der Starkemolekiile 
aus irgendeinem Grund nicht gespalten werden, sondern als Grenz- 
dextrine zuriickbleiben. Im ersten Falle braucht die Konstitution der 
Grenzdextrine in keiner Beziehung zu der der Starke zu stehen, im 
zweiten Falle sind die Dextrine direkt Teile der Starkemolekiile, und 
zwar aller Wahrscheinlichkeit nach die konstitutionschemisch inter- 
essantesten Teile. Es kann namlich angenommen werden, daB die 
Maltose primar aus solchen Ketten der Starkemolekiile entsteht, die 
nach der Formel von Haworth aus lauter Maltoseresten aufgebaut sind. 
Besonders von Pringsheim wurde die Ansicht verfochten, daB die 
3renzdextrine und sogar die Maltose sekundare Gebilde sind, die aus 
einer labilen Hexoseform entstehen sollten. Man diirfte aber nunmehr 
ziemlich allgemein annehmen, daB die unspaltbaren Dextrine wirklich 
ungespaltene T'eile der Starkemolekiile bzw. unspaltbare Komponenten 
der Starke sind. Diese Auffassung muB unter anderem aus folgenden 
Griinden die richtige sein (1): 

1. Es gibt nach Angabe vieler Forscher Starkepraparate bzw. 
Fraktionen, die von Amylasen vollstandig in Maltose zerlegt werden (2). 
(Ist, wie es oft der Fall ist, Maltase in dem Enzympraparat vorhanden, 
so entsteht aus der Maltose Glucose). 


2. Die Ausbeute an Grenzdextrinen, d.h. die ,,Verzuckerungs- 
grenze’‘, ist von der Enzymkonzentration, d.h. von der Spaltungs- 
geschwindigkeit unabhangig (2). Dies wire kaum denkbar, wenn man 
annehmen wollte, daB die Dextrine durch (spontane oder enzymatische) 
Synthese aus den kurzlebigen primaren Spaltprodukten entstehen 
sollten. Die Menge dieses hypothetischen, primaren Spaltproduktes 
miiBte von der Enzymmenge abhangig sein. 
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3. Wahrend von den meisten Amylasen (x-amylasehaltigen Pra- 
paraten) neben Maltose ausschlieBlich oder beinahe ausschlieBlich 
niedrigmolekulare Dextrine gebildet werden (3) (Molekulargewicht 
unter etwa 3000, meistens um 1000), gibt die 8-Amylase aus Getreide 
Grenzdextrine, die ein Molekulargewicht oder scheinbares Molekular- 
gewicht von derselben Gr6Benordnung wie das der Starke zeigen. 
Wenn eine Glucoseform das primare Spaltprodukt ware, ist nicht 
einzusehen, warum in gewissen Fallen nur hochmolekulare Dextrine 
entstehen sollten. 

4. Die fremden Elemente der Starke (untersucht: Phosphor) 
findet man in den Grenzdextrinen wieder [siehe unten sowie (3)]. 
Sollten diese synthetisch gebildet sein, so fragt es sich, warum eben die 
P-haltigen priméren Spaltprodukte besonders zur Synthese neigen 
sollten. 

Ist man nun davon iiberzeugt, daB die Grenzdextrine wirklich Teile 
der Starkemolekiile sind, so entsteht die Frage, warum sie nicht gespalten 
werden. Wir miissen hier zwischen den hochmolekularen f-Dextrinen 
und den niedrigmolekularen « + £-Dextrinen unterscheiden. (Diese 
Bezeichnung schlieBt sich der entsprechenden der Enzyme an.) Wir 
wenden uns zunachst den letzteren zu und fragen, warum gewisse Teile 
der Starkemolekiile (Molekulargewicht von der GréBenordnung 1000) 
von den meisten Amylasen nicht wie der Rest in Maltose iibergefiihrt 
werden. Wir kénnen dabei von der fundamentalen und wohl allgemein 
anerkannten Annahme ausgehen, da die Starkemolekiile zwm groBen 
Teil (einige meinen ausschlieBlich) aus Ketten von Maltosemolekiilen 
bestehen. Zwei Erklarungsméglichkeiten scheinen nun zu_bestehen: 


1. Wenn die ,,Maltoseketten‘: bei der Spaltung eine gewisse Minimal- 
gréBe erreicht haben, so hért die Spaltung auf, weil die Enzyme, viel- 
leicht wegen mangelnder Affinitaét, Ketten unter einer gewissen Lange 
(= die niedrigmolekularen Grenzdextrine) nicht angreifen kénnen. 
Diese Annahme ist mit der Auffassung von Haworth, Freudenberg u. a. 
vereinbar; es ware nicht nétig, andere Bindungen in den Ketten als die 
Maltosebindung anzunehmen. 

2. In der Starke kommen neben den aus Maltosemolekiilen auf- 
gebauten Ketten auch Teile vor, wo z. B. die Glucosemolekiile anders 
zusammengefiigt sind als in der Maltose oder andere ,,Anomalien*’ 
vorkommen. Die Enzyme bilden Maltose nur aus einfachen Ketten 
von Maltosemolekiilen, die anders gebauten Teile werden nicht oder 
viel langsamer angegriffen. In einem Grenzdextrin muB also mindestens 
eine Abweichung von der Formel von Haworth vorkommen, sei es 
ein P-Atom, eine andere Bindung als die Maltosebindung, eine andere 
Lage einer Sauerstoffbriicke oder dg. 
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In beiden Fallen haben wir zu beachten, daB nach Aussage mehrer: 
Verfasser unter Umstanden auch native Starke vollstandig in Maltos: 
iibergefiihrt werden kann. So fiihren z. B. Blom und Mitarbeiter an (2 
daB Kartoffelstarke durch ,,komplementhaltige‘‘ Malzamylase sowie 
durch Takadiastase vollstandig verzuckert wird. Da mit gewisse: 
Praparaten von Malzamylase die Maltosebildung sehr weit geht, kénne 
wir bestatigen, eine absolut vollstandige Uberfiihrung der Starke in 
Maltose haben wir aber nie erreicht. Im Falle der Takadiastase (siehe 
unten) weichen unsere Ergebnisse sehr stark ab, so daB anzunehmen ist. 
daB die Handelspriparate von Takadiastase sehr wesentlich von 
einander abweichen kénnen, sei es dadurch, daf sie mehrere Enzyme 
in relativ verschiedenen Mengen enthalten oder daB komplementartige 
Stoffe mitspielen. Die von uns angewandte Takadiastase (Parke und 
Davis) bildet sogar sehr groBe Mengen von Grenzdextrinen. Immerhin 
ist nicht zu bezweifeln, daB unter Umstainden auch die Grenzdextrine 
volistandig in vergarbare Zucker zerlegt werden kénnen (nicht not- 
wendigerweise Maltose), sei es durch Wirkung besonderer Enzyme, 
was uns gegenwartig am wahrscheinlichsten erscheint, oder durch 
Zusammenwirkung der gewéhnlichen Amylasen mit Komplementen 
bestimmter Art. Wir miissen auf alle Fille die Grenzdextrine so defi- 
nieren, daB sie Teile von Starkemolekiilen sind, die von dem betreffenden 
Enzym oder sogar Enzymprdparat nicht oder nur mit verschwindend 
kleiner Geschwindigkeit weiter gespalten werden. 

Die an und fiir sich einfachste Annahme, da die Grenzdextrine 
Kettenreste sind, die kiirzer sind als eine bestimmte fiir die Spaltbarkeit 
maBgebende Lange, scheint uns u.a. aus folgenden Griinden nicht 
in Frage zu kommen: Es wird allgemein behauptet, daB Amylase- 
praparate Amylose restlos in Maltose iiberfiihren, wahrend sie native 
Starke bzw. Amylopectin nur zum Teil verzuckern. Im ersten Falle 


werden also die ,,Maltoseketten‘‘ der Amylose ohne Rest abgebaut, 


was ja bedeuten muB, daB auch die zwangsweise entstehenden kiirzeren 
Ketten mit denselben Molekulargewichten wie die « + $-Dextrine 
vollstandig abgebaut werden. Weiter: Man scheint darin einig zu sein, 
daB bei der Wirkung der 8-Amylase (aus Gerste) auf Starke neben 
Maltose nur hochmolekulare, staérkeahnliche Dextrine gebildet werden. 
Bei dieser Spaltung entstehen also gar keine Dextrine vom Molekular- 
gewicht ~ 1000. Da bei der Starkespaltung durch f-Amylase etwa 
60°, Maltose entstehen, miiBte man dann annehmen, daf jedes Starke- 
molekiil um etwa 60 ° seiner Kettenlange verkiirzt wird. Die 8-Dextrine 
sollten also ein durchschnittliches Molekulargewicht von etwa 40°, 
von der der entsprechenden Stirke haben. Nun mu zwar die Be- 
rechnung des Molekulargewichts aus der Diffusionskonstante bei solechen 
hochmolekularen Stoffen nur mit Vorbehalt geschehen, aber soweit 
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wir beurteilen kénnen, haben die 6-Dextrine in vielen Fallen ein Mole- 
kulargewicht, das viel héher ist als 40°, von dem der Starke. Bei 
abgebauten, relativ niedrigmolekularen Starkepraparaten wie Z ulkowski- 
Starke, wo die Berechnung des Molekulargewichts mit gréBerer Ce- 
nauigkeit ausfiihrbar ist, fanden wir, daB die mit 6-Amylase erhaltenen 
Dextrine beinahe dasselbe Molekulargewicht hatten wie die Starke 
selbst. Dies kann, wenn wir beachten, daB neben den hochmolekularen 
keine niedrigmolekularen Dextrine entstehen, nur bedeuten, daB viele 
Stairkemolekiile von der B-Amylase nicht oder sehr wenig angegriffen, 
andere dagegen vollstandig zerlegt werden. Man muB also wohl an- 
nehmen, daB die « + B-Dextrine nicht einfach deswegen unspaltbar 
sind, weil ihre Kettenlange zu klein ist. Wir sind gezwungen anzunehmen, 
daB wenigstens nicht alle Starkemolekiile aus einfachen Ketten von 
Maltosemolekiilen bestehen, sondern daB hie und da in den Ketten 
Anomalien vorkommen, die u.a. die Bildung der Grenzdextrine be- 
dingen, 

Es soll jedoch nicht verschwiegen werden, daB es auch Beob- 
achtungen gibt, die dafiir zu sprechen scheinen, da Ketten unter einer 
gewissen Lange fiir die Amylasen unspaltbar sind. Wenn man namlich 
Starke mit kalter, konzentrierter Salzsaure abbaut und Intermediar- 
produkte durch Fraktionierung mit Alkohol isoliert, so kann man 
leicht Substanzen mit einer Kettenlange von z. B. vier bis acht Glucose- 
molekiilen erhalten. Solche von uns gewonnene Fraktionen erwiesen 


sich gegen unsere Malzamylase als praktisch stabil und auch mit Taka- 


diastase trat nur auBerst langsam eine geringfiigige VergréBerung der 
Reduktion ein. Man sollte wohl eigentlich erwarten, daB die durch 
Saureeinwirkung erhaltenen Zwischenprodukte Maltoseketten sind, 
aber ganz sicher ist dies ja nicht. Nimmt man an, dafB in der Starke 
auch anders gebaute Molekiilteile vorkommen, so ware es ja denkbar, 
daB diese bei der Saurehydrolyse langsamer angegriffen werden als 
die Maltoseketten [obgleich dies, besonders im Hinblick auf die Unter- 
suchungen von Freudenberg (4) wenig wahrscheinlich  erscheint}. 
Méglicherweise kénnen in der starken Saure Umlagerungen eintreten. 
Dafiir spricht gewissermaBen, dab die optische Aktivitat der Stoffe 
meistens deutlich niedrigere Werte zeigt als man nach den Freudenberg- 
schen Regeln aus den Drehungen der Maltose und der Starke berechnet. 

Die zweite Moéglichkeit, die Bildung der Grenzdextrine zu erklaren, 
ist wie gesagt, die Annahme, daB die Starke auBer der ,,Polymaltose‘ 
auch andere Molekiilteile enthalt. Schon die Anwesenheit einer PO,- 
Gruppe scheint die Abspaltung des betreffenden Molekiilteiles als 
Maltose zu verhindern, da die ganze Phosphorséuremenge der Starke 
in den Dextrinen wiedergefunden wird, vorausgesetzt, da keine Phos- 
phatasen in den Enzympraparaten vorhanden sind (5). Man kann 
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annehmen, da®8 ein ursachlicher Zusammenhang zwischen Phosph. 
gehalt und Stabilitat gegen die Amylase besteht, so daB nicht immv: 
die Phosphorséure in der Starke an solche Molekiilteile gebunden 
ist, die auch sonst nicht spaltbar sind. Gegen eine soleche Annahmie 
spricht, daB auch in den Dextrinen mit sehr kleinem Molekulargewic!)t 
oft recht viel Phosphor gefunden wird. Immerhin ist der P-Gehalt von 
Starke nicht hoch und bei gewissen Dextrinen so niedrig, so da8 der P- 
Gehalt unter keinen Umstanden als einzige Ursache der Dextrinbilduny 
angenommen werden kann. Vielmehr miissen wir auch nach anderen 
Anomalien im Bau der Stairkemolekiile suchen. 


Die Kenntnis der Entstehungsweise und Natur der Grenzdextrine 
ist selbstverstaindlich fiir die Stairkechemie von fundamentaler Be- 
deutung. Eine Theorie iiber den Bau der Starke muB8 nicht nur den 
rein chemischen Tatsachen, sondern auch allen Verhaltnissen bei der 
enzymatischen Zersetzung der Starke gerecht werden. Man hat also 
u.a. fiir jede Starkesorte und jede Amylase festzustellen, was fiir 
Grenzdextrine bei der Spaltung entstehen und in welchen Mengen 
Man hat dabei zu untersuchen, ob und wie sich die erhaltenen Dextrin- 
praparate in Fraktionen aufteilen lassen. (Zunachst ist dabei an Frak.- 
tionen von verschiedenem Molekulargewicht zu denken.) Wenn méglich, 
sollten dann einheitliche Fraktionen gewonnen werden, wo sich eine 
Konstitutionsbestimmung mit Aussicht ausfiihren ]aBt. 


Es soll hier nicht auf die sehr umfangreiche Literatur iiber enzyma- 
tische Starkespaltung eingegangen werden. Die erste Frage, womit 
wir uns beschaftigen wollen, ist die, inwieweit die bei der Wirkung 
eines Enzyms auf Starke entstehenden Grenzdextrine einheitlich sind 
Es kann sofort gesagt werden, daB, wie auch erwartet werden konnte, 
simtliche von uns isolierten Praparate Fraktionen von stark wechseln. 
dem Molekulargewicht enthalten. Sonst scheint von verschiedenen 
Forschern mehr oder weniger ausgesprochen angenommen zu werden, 
daB die Grenzdextrine einheitlich sind. [Die Vorstellungen von Prings- 
heim (6) tiber die Natur der Grenzdextrine brauchen nunmehr kaum 
diskutiert zu werden. ] 

Vorstellungen iiber die Homogenitat der Grenzdextrine gehen oft von 
Vorstellungen itiber Homogenitaét der Starke aus. Man stellt sich z. B. die 
eigentlichen Starkemolekiile als relativ kurze Ketten von Glucosemolekiilen 
dar (beispielsweise 30), wobei die Unterschiede in den physikalischen Eigen 
schaften usw. durch eine verschieden starke Assoziation dieser Grundkérpe1 
gedeutet werden. Um zu erklaren, warum bei einer so kleinen Kettenlange 
die Starke nicht reduzierend wirkt, mu8 man annehmen, daB die aldehydi 
schen Enden der Ketten irgendwie maskiert sind, vielleicht dadurch, dali 
sie die Assoziation bedingen. [Wenn aber Hanes (7) dabei an eine Glucosid 
bindung zwischen dem aldehydischen Hydroxy] und einer alkoholischen 
Hydroxylgruppe eines zweiten ,,Grundmolekiils‘* denkt, so fragt man sich, 
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es unter solchen Umstanden richtig ist, die angenommenen Ketten von 
erwa 30 Glucosemolekiilen die ,,individual macromolecules** zu nennen. 
Es ist nicht einzusehen, wie sich ein so entstandenes .,Associat’’ von dem 
verzweigten Makromolekiil Staudingers (8) unterscheiden sollte. } 


Die B-Dextrine [a-Amylodextrin (10)]. 


1. Abgesehen davon, ob man die Teilchen der Starkelésungen fiir 
Assoziate oder wirkliche Makromolekiile halt, ist es klar, daB im 
Falle der Spaltung durch pflanzliche 8-Amylase die TeilchengréBe 
der Grenzdextrine (f-Dextrine) nicht viel kleiner oder jedenfalls von 
derselben Gr6Benordnung ist als die der Muttersubstanz, sei es 
dadurch, daB bei der Maltosebildung durch f-Amylase die Fahigkeit 
zur ,,Assoziation’’ nicht verlorengeht (Hanes), oder dadurch, daB 
ein gewisser Teil der Makromolekiile nicht oder nur zum kleinen Teil 
abgebaut wird. Keine dieser Annahmen |aBt aber erwarten, daB die 
B-Dextrine eine einheitliche TeilchengréBe zeigen sollten. Alle von 
uns untersuchten §-Dextrine lieBen sich auch ohne Miihe in Fraktionen 
von stark variierendem Molekulargewicht aufteilen. Es ist hier zuzu- 
geben (und das sollte bei vielen anderen Arbeiten auf diesem Gebiet 
geschehen), daB es gegenwartig unmdéglich ist zu sagen, ob ein Praparat 
von f-Amylase ganz frei von z-Amylase ist. Zwar kann man sich von 
der Lage der Verzuckerungsgrenze und dem Bestehenbleiben des Jod- 
firbungsvermégens der Reaktionsmischungen tiberzeugen; vollkommen 
sicher kann man jedoch nie sein. Unsere Praparate von f-Amylase 
lieBen zwar die Fahigkeit zur Jodfirbung monatelang bestehen, aber 
niemand wird behaupten kénnen, daB nicht Spuren von z-Amylase 
dabei sein konnten, die eine gewisse Zerlegung der eigentlichen §-Dextrine 
haben bedingen kénnen. 

Beispiel: Ein 5°,iger Kartoffelstarkekleister wurde bei py = 5.3 
mit alkoholgefallter 6-Amylase aus Gerste behandelt. Nach 24 Stunden 
zeigte die Fliissigkeit eine Reduktion, die einer Verzuckerung von etwa 
45% entsprach. Nach 6 Tagen war die Verzuckerung, nach der Reduk- 
tion zu beurteilen, auf etwa 55°, gestiegen. Ein Teil des Gemisches 
wurde mit Wasser verdiinnt und scharf zentrifugiert. Die opaleszente 
Lésung wurde mit dem gleichen Volumen Alkohol gefallt. Der erhaltene 
Niederschlag léste sich beim Schiitteln mit kaltem Wasser nur teilweise. 
Die durch Zentrifugieren erhaltene Lésung wurde wieder gefallt. Das 
Dextrinpraparat zeigte den Diffusionskoeffizienten /,, = 0,0363, d.h. 
nach Hulers Formel ein M. = etwa 38000. (Auf die Anwendbarkeit 
dieser Formel wird hier zunachst nicht eingegangen.). Der Rest der 
Versuchsmischung wurde erst nach 46tagiger Einwirkung des Enzyms 
in derselben Weise untersucht. Das Dextrinpraparat hatte nun 
k 0.074 oder M. = etwa 9000. Obgleich auch dieses Dextrin- 
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praparat von Jod violett gefarbt wurde, besteht doch der Verdacl); 


daB das Absinken des mittleren Molekulargewichts wahrend der lange) I 
Einwirkung auf Spuren anwesender «-Amylase zuriickzufiihren is: 
Aus diesem Grunde muB man bei der Beurteilung der £-Dextrine melir ke 
als sonst auf diesem Gebiete vorsichtig sein, besonders wenn man (\ 
bedenkt, da die Praparate sicher nicht einheitlich sind und daB die 
Bestimmung so hoher Molekulargewichte immer mit Unsicherheitey hi 
behaftet sein muB. a 
Zum obigen Versuch sei noch hinzugefiigt, daB das Dextrin mit St 
M. = 9000 oder richtiger mit k,, = 0,074 einen Phosphorgehalt von Ls 
0,545, P,O; hatte. Beachten wir, daB das Ausgangsmaterial nur K 
0,133 %, P.O, enthielt, so finden wir den Phosphor im Restdextrin sehr ” 
stark angereichert, in dem relativ niedrigmolekularen Teil sogar starker ky 
als in dem nur in heiBem Wasser léslichen. Ziemlich wenig Phospho: 
enthielt auch der tiberhaupt unlésliche Rest, eine Starkefraktion, die 5 
in vielen Arbeiten iiber enzymatische Zerlegung nicht einmal erwahnt u 
wird, die aber nach unserer Erfahrung in allen nativen Staérken und = 


den meisten daraus erhaltlichen léslichen Starken vorhanden ist und 
zwar oft in nicht zu vernachlassigender Menge. 


2. B-Dextrine aus Mercks léslicher Stdrke. ,,Amylum_ solubile’ : 
s : , ; 
wurde durch zweiwéchige Behandlung mit 8-Amylase [durch Sorption 1 


an Zn-Hydroxyd gereinigt (9)] verzuckert und die Grenzdextrine nach 
Vergarung des Zuckers mit 1,5 Votumen Alkohol gefallt, wieder in 


heiBem Wasser gelést und mit ,der gleichen Alkoholmenge gefillt B 
Ausbeute 39 g aus 100g Starke, d.h. vollkommen normale Ausbeute ( 
Das Priparat wurde dreimal mit je 400 ccm kaltem Wasser ausgelaugt, . 
die Extrakte eingeengt und mit 30° Alkohol versetzt. Niederschlay " 
gewaschen, mit Alkohol und Ather getrocknet — Praparat M 2 d 
Filtrat mit Alkohol zu 60°%, (alles gefallt) usw. = Praparat M fp 3 f 
Der,in kaltem Wasser unlésliche Rest wurde mit 500 cem Wasse1 " 


gekocht. Alles léste sich zu einer dicken Lésung, woraus beim Ab 





kiihlen recht viel wieder ausfiel. Zentrifugat mit Alkohol gefallt = Pra 
parat 784. Unléslicher Rest = M8 5. I 
I 
_ Mol.-Gew. nach : ( > ; 

Priparat Eulers Formel K20 "io P2Os 


M32 16,000 0,055 i 
Mp 3 12,000 0,064 0,590 ' 
MB 4 55,000 0,030 } 
M85 — 0,229 , 
Starke — : 0,163 
Also auch hier stark wechselnde TeilchengréBe, von total un ! 
léslichem Rest bis herab zu etwa 10000. P-Gehalt iiberall viel 























Uber Grenzdextrine und Starke. TI. 167 


hoher als in der Starke, am héchsten in der niedrigstmolekularen 
Fraktion. 

3. Selbsthergestellte Lintner-Starke (2n HCl, 7 Tage bei 22°). Mitt- 
leres Molekulargewicht der léslichen f-Dextrine 32000, ky = 0,039 
(Verzuckerung 63°). 

4. Lingsche Amylose. P-Gehalt der Amylose 0,234 °, P,O.. [Siehe 
hierttber (3.)] 50g Amylose wurden mit 1 Liter Wasser +- Toluol ge- 
schiittelt und scharf zentrifugiert. Nur sehr wenig ungelést, Lésung 
stark opaleszent, aber diinnfliissig. 14 Tage mit §-Amylase behandelt. 
Zentrifugiert und mit Alkohol gefallt usw. Das Dextrin war in Wasser 
klar léslich. ky) = 0,070; mittleres M. = 10000. Gab mit Jod rein 
violette Farbung. Der klar lésliche Teil des Amylasepraparates zeigte 
kyy = 0,033 oder M. = 45000. 

5. Lésliche Starke, ky = 0,064, mittleres M. = 12000, mit starker 
Salzsiure aus Kartoffelstarke bereitet. Verzuckerung mit §-Amylase 
(mit Zn-Hydroxyd gereinigt). 





- 0/ alii 0 Pape 0}, 
Zeit Versuckerung Zeit Verzuckerung Zeit Verzuckerung 
3 Min..... 9,3 24 Std... 51,8 307 Std. .. 59,8 
HEN ae Ss ke 20,0 1. a 56,2 | ee 60,0 
jo” ne 48,3 , ) ie 58,5 


In einem zweiten gleichen Versuch wurde nach 120 Stunden auf- 
gekocht, mit frischer Hefe vergoren, mit Alkohol gefallt usw. Das 
Grenzdextrinpraparat zeigte k,, — 0,0785 (mittleres M. = 8000). Wenn 
man annehmen darf, da die Diffusionsmessungen bei diesen relativ 
niedrigen Molekulargewichten richtige Werte liefern, und dies diirfte 
der Fall sein, so kénnen wir feststellen, daB, wie eingangs erwahnt, die 
B-Dextrine ein wesentlich héheres Molekulargewicht zeigen als 40°, 
von dem der Starke. 

6. Reisstirke. 7° ,iger Kleister wurde wie oben verzuckert. Die 
Dextrine wurden in eine in kaltem Wasser lésliche und eine unldésliche 
Fraktion aufgeteilt. Diffusionskonstante der léslichen Fraktion 
kog = 0.0248, Molekulargewicht 80000, ein Wert, der selbstverstandlich 
nur der GréBenordnung nach richtig sein kann. 

7. Weizenstdrke. In derselben Weise wurden die léslichen Dextrine 
isoliert. ky, = 0,0106, Molekulargewicht 440000. Hier gilt natiirlicher- 
weise noch starker der Vorbehalt, daB bei Molekulargewichten dieser 
GréBe die Berechnung des Molekulargewichts aus der Diffusions- 
konstante allein nur in grébster Annaherung méglich ist. 

8. Reduktion durch die B-Dextrine. In Ubereinstimmung mit 
anderen Forschern [Literatur bei Blom (2)] finden wir, daB die redu- 
zierende Wirkung der f-Dextrine aus nativen Starken so klein ist, dab 
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sie nicht mehr genau bestimmt werden kann. Sie ist kleiner als ety 
05°, von der der Glucose. Man kann also entweder annehmen, da|; 
die Ketten der Molekiile so lang sind, daB die Reduktion durch di 
endstandige Aldehydgruppe nicht gréBer ist (0,5°, Glucose entspricht 
M. = 36000!), was uns wahrscheinlich erscheint, oder man kann an 
nehmen, daB die Ketten kiirzer, die freien Aldehydgruppen aber irgend. 
wie maskiert sind. 

9. Ausheute. Bei der Fallung der B-Dextrine aus den vergorenen 
Lésungen mit etwa 60°, Alkohol wird eine Ausbeute erhalten, dic 
etwa 40°, der urspriinglichen Starkemenge entspricht. Da die Ver- 
zuckerungsgrenze der §-Amylase aus Gerste ziemlich genau bei 60° 
liegt, finden wir in Ubereinstimmung mit anderen Forschern, dal} 
neben diesen hochmolekularen Dextrinen keine niedrigmolekularen 
entstehen. Wesentlich ist, daB bei der Wirkung der B-Amylase jeden. 
falls keine Dextrine vom Molekulargewicht 500 bis 1500 entstehen, dic 
bei der kombinierten Einwirkung der g- und B-Amylase als Haupt- 
produkt gebildet werden. 


10. Dialyse eines Grenzdextrins. Aus einer kauflichen Lintner- 
Starke wurde mit 6-Amylase ein Dextrinpraparat mit ky) = 0,081 und 
mittlerem M. = 7600 erhalten. (Dabei wurde die Starke 13 Tage mit 
dem Enzym behandelt. Schon nach 3 Tagen war das Maximum der 
Reduktion fast erreicht.) Eine 5°%ige Losung des Dextrins wurde in 
einem Kollodiumschlauch 2 Tage gegen haufig gewechseltes dest. 
Wasser dialysiert. Das Dextrin wurde wieder ausgefallt, und zwar bei 
derselben Alkoholkonzentration wie das erstemal. Dabei wurde ein 
Priparat erhalten, das im Diffusionsversuch ein M. = 8000 zeigte. 
Auch dieser Versuch zeigt also, daB keine nennenswerte Mengen von 
Stoffen mit ganz niedrigem Molekulargewicht in den §-Dextrinpraparaten 
vorhanden sind. 


11. Verhalten der B-Dextrinpraparate gegen Amylasen. Die B-Dex- 
trine werden von «-amylasehaltigen Amylasepraparaten schnell an- 
gegriffen, von B-Amylasepraparaten dagegen nicht oder nur sehr lang- 
sam. Wie schon hervorgehoben, besteht in diesem Fall immer der 
Verdacht, daB Spuren von «-Amylase noch in dem Enzympraparat 
vorhanden sind. Beispiel: Aus Lintner-Starke wurde durch lang- 
dauernde Behandlung mit 6-Amylase aus Gerste ein Dextrinpraparat 
gewonnen, das ein mittleres M. = 5000 zeigte. Je 5g davon wurden 
in 50 cem mit einer gereinigten 8-Amylase bzw. Malzamylase («- + f- 
Amylase) behandelt. Reduktionsbestimmung nach Wéillstdtter-Schudel 
in je 1cem. Die Zahlen der Tabelle bedeuten Maltose in g auf die ganze 
Versuchsmischung umgerechnet. Hier wie sonst ist die Berechnung 
der Reduktion als Maltose nur annahernd richtig, da die Dextrine, 
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esonders im Falle der «%-Amylasen, eine nicht zu vernachlassigende 
Reduktion zeigen. 





me Dextrin Dextrin Pot Dextrin Dextrin 

Zeit + 3-Amylase + Malzamylase Zeit + 3-Amylase + Malzamylase 
10Min.... : 0,19 48Std.... 0,1 2,52 
6Std.... 1,63 (a 0,15 2,90 


Nach Vergirung der entstandenen Maltose wurden die Rest- 
dextrine ausgefallt. Das B-Dextrin zeigte nun ein mittleres Molekular- 
vewicht von 4000, wobei es gegenwartig unméglich ist zu sagen, ob 
diese Abnahme eine Wirkung der f- oder der z-Amylase ist. Das x — p- 
Dextrin zeigte ein M. = 1500. Das 8-Dextrin wird also von der %-Amylase 
angegriffen, wird aber bei weitem nicht vollstandig verzuckert, sondern 
hinterlaBt Grenzdextrine von relativ hohem Molekulargewicht. 


12. Wirkung von a-Amylase auf ein B-Dextrin. Mit B-Amylase 
wurde aus Merckscher Starke ein Dextrinpraparat gewonnen. Es war 
nur teilweise in kaltem Wasser léslich, die lésliche Fraktion hatte ein 
mittleres M. = 32000 (ky = 0.0124). 10g des Dextrinpraparates 
wurden mit 195 cem Wasser + 5 ccm n Acetatmischung vom py 5.2 
gekocht und nach Abkiihlen mit 10 cem z-Amylase versetzt. Diese 
war aus Malzextrakt nach Ohlsson gewonnen. Reduktion und Farbung 
mit Jod wurde in kleinen herausgenommenen Proben bestimmt. In 
der Tabelle ist die Reduktion als Maltose berechnet, und zwar bezogen 
auf die ganze Reaktionsmischung. Nach 15 Minuten sowie nach 
45 Minuten wurden je 90 ccm der Reaktionsmischung aufgekocht, 
filtriert, vergoren, eingeengt und mit 5 Volumen Alkohol gefallt. 





Zunahme der 
Zeit Jodfarbe Reduktion 
g Maltose 


ss. wets ea Seeks blauviolett — 
We. San kor es omres violett etwa 0,01 
Bae vn weteweeues rotviolett » 0,03 
Bee yg he eter rot 0,1 
Erste Probe. 
BOs Sse loxeess rot 0,37 
eee oe eee rot? 0,51 
Sa eee gelbrot ? 0,61 
Bas tela tera farblos 0,71 
Zweite Probe. 
NNR Fas otecn ces bene 1,09 
PP on ass si corel ares — 1,63 
RN. ew acnacedutct 2,52 
RE or Sa rary ana 2,66 
BO FA rah cea e wie eee ~ 3,16 
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Die erste Probe der z-Dextrine zeigte im Diffusionsversuch ei) 
Koy = 0,080 (M. = 7600), die zweite ky, = 0,090 (M. = 6000). De: 
Versuch zeigt also, daB hier wie bei der Spaltung von Starke parall 


mit dem Verschwinden des Jodfarbevermégens ein sehr’ schnelle- 
Absinken des mittleren Molekulargewichts eintritt, und zwar unter nu 
sehr geringer VergréBerung des Reduktionsvermégens der Reaktions 
mischung. Da Dextrine mit einem Molekulargewicht von etwa 7000 
eine nicht unbetrachtliche Reduktion zeigen miissen, so diirfte man 
berechtigt sein anzunehmen, daB wenigstens anfangs die Spaltung de: 
B-Dextrine durch «-Amylase ausschlieBlich «-Dextrine und keine 
Maltose liefert. Nach langen Versuchszeiten ist die Reduktion so grol} 
da man die Anwesenheit von Maltose annehmen muB. Ob diese auf 
der Wirkung der ~-Amylase oder der vielleicht spurenhaft vorkommenden 
f-Amylase beruht, ist gegenwartig schwer zu sagen. Derartige Versuche 
machen, wie auch von Hanes hervorgehoben wird, wahrscheinlich 
eine Revision der Vorstellungen notwendig, die man sich iiber die Ent 
stehung von «- bzw. 8-Maltose bei der Wirkung der entsprechend be- 
nannten Enzyme gemacht hat. 

13. Amylasewirkung auf sdurebehandelte B-Dextrine. In den unter 1) 
und 3) zitierten Arbeiten wurde der Gedanke entwickelt, daB die Ent- 
stehung der Grenzdextrine tiberhaupt darauf beruht, daB die Starke 
molekiile zwar im Prinzip aus nach der Haworthschen Formel gebauten 
Ketten bestehen, die aber hie und da durch strukturelle ,,Anomalien‘ 
unterbrochen sind. Der auffallende Unterschied in der Wirkung det 
B-Amylase und der der «-Amylase sollte darin liegen, daB die erstere 
die Ketten nur von den freien Enden angreifen kann, wobei das Enzym 
die Kette abbaut, bis eine Anomalie die fortgesetzte Wirkung ver- 
hindert, die x-Amylasen sollten dagegen auBerdem die Fahigkeit be- 
sitzen, die Ketten auch zwischen solehen Anomalien anzugreifen (,,dex- 
trinogene Wirkung*). Dies erklart jedenfalls, warum die $-Dextrine 
ein so hohes Molekulargewicht haben. Es kénnte dann méglich er- 
scheinen, durch Saurebehandlung eines §-Dextrins ein durch 7-Amylase 
spaltbares Produkt zu erhalten. Bei der Saurespaltung sollten ja aller 
Wahrscheinlichkeit nach neue, freie Kettenenden entstehen. Zwei 
Versuche wurden ausgefiihrt. Im ersten wurden 20 g eines f-Dextrins 
aus léslicher Starke (mittleres M. — 7600) mit 20 cem Wasser gemischt 
und dann mit 20 cem konz. Salzsiure versetzt. Nach 2 Stunden bei 
Zimmertemperatur wurde mit viel Alkohol gefallt und mehrmals aus 
Wasser umgefallt, bis ein neutral reagierendes Produkt erhalten wurde 
= Praparat VIII. In derselben Weise wurde aus einem §-Dextrin aus 
Reisstarke (mittleres M. = 80000) das Praparat IX gewonnen. Be- 
rechnet man das Molekulargewicht der Produkte aus der reduzierenden 
Wirkung, findet man fiir VIII: M. = 2000 und fiir IX: M. = 2600 
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\lit diesen Produkten sowie mit den urspriinglichen 8-Dextrinen wurden 
nun parallel Spaltungsversuche mit 6-Amylase angestellt. Eine Angabe 
der Zahlen kann unterbleiben, da keine Unterschiede beobachtet werden 
konnten. Die durch Saurewirkung erhaltenen Produkte sind also durch 
j-Amylase nicht spaltbar. Dies kann jedoch méglicherweise darauf 
beruhen, daB die Saurespaltung zu weit getrieben wurde, so daB die 
entstandenen Ketten fiir die 6-Amylase zu kurz sind. 
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Uber Grenzdextrine und Starke. 
II. Mitteilung: 
Takadiastase und Maisstirke. 
Von 


K. Ahlborg und K. Myrbiick. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm. ) 
(Eingegangen am 20. April 1938.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Im Gegensatz zu den bei der Starkespaltung durch f-Amylase 
entstehenden Grenzdextrinen (siehe I. Mitteilung) sind die Grenz- 
dextrine, die nach Einwirkung von «-amylasehaltigen Enzympraparaten 
iibrigbleiben, verhaltnismaBig niedrigmolekular. Sie dialysieren durch 
gewohnliche Membranen usw. Dies ist lange bekannt. Das niedrige 
Molekulargewicht (siehe unten) zeigt u.a., daB diese Dextrine nicht 
etwa unspaltbare Komponenten der Starke sein kénnen. Sie miissen 
Fragmente von Stiarkemolekiilen sein, Teile, die aus -irgendeinem 
Grunde vom Enzym nicht oder nur sehr langsam angegriffen werden (1). 
Wie friiher hervorgehoben wurde, ist zu erwarten, daB das nach Spaltung 
einer Starke mit einem gewissen Enzympraparat zuriickbleibende Dextrin 
nicht einheitlich ist, sondern aus vielen Komponenten zusammengesetzt 
sein muB. Dabei ist es sogar nicht unwahrscheinlich, daB die eingehenden 
Stoffe nicht alle Polymerhomologe sind, sondern auch Unterschiede in 
der Konstitution aufweisen. Immerhin muB zuerst untersucht werden, 
welche verschiedenen Molekulargewichte (verschiedenen ,,Ketten- 
langen‘‘) in den Dextrinpraparaten vertreten sind. Eine soiche Unter- 
suchung haben wir begonnen, wobei sowohl verschiedene Stairken wie 
verschiedene «-amylasehaltige Enzympraparate zur Anwendung ge- 
kommen sind. Hier soll tiber die von Takadiastase aus Maisstarke 
erzeugten Grenzdextrine berichtet werden. 

Es sei hervorgehoben, daB alle von uns untersuchten Starkesorten 
mit Takadiastase (Parke, Davis & Co.) betrachtliche Mengen von 
Grenzdextrinen gegeben haben. Dies ist bemerkenswert im Hinblick 
auf Arbeiten, in denen eine vollstandige Verzuckerung nativer Starke 
(sogar in sehr kurzen Versuchszeiten) durch Takadiastasepraparate er- 
reicht wurde. Es bleibt nur die Erklarung tibrig, daB die Takadiastase- 
praparate (wie die Malzamylase) mehrere Enzyme in wechselnden 
Mengen oder méglicherweise Komplemente enthalten. Ein Enzym- 
praparat ist in keiner Weise dadurch definiert, daB man es Takadiastase 
nennt, bzw. angibt, daB es aus Schimmelpilzen stammt. 
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Zuerst wurde das Enzympraparat im Kleinversuch gepriift. Mais- 
starke wurde, wie andere Starkesorten, schnell verfliissigt, die Fahigkeit 
durch Jod gefarbt zu werden, verschwand sehr schnell, die reduzierende 
Wirkung nahm anfangs schnell zu, dann sehr langsam, was zum groBen 
Teil damit zusammenhangt, daB die Takadiastase (wie es scheint, 
immer) Maltase enthalt. Wenn fiir die Maltasewirkung korrigiert wurde, 
fand man eine Verzuckerung von etwa 85°. Nun wurde ein Versuch 
im groBen angestellt. 


2kg Maisstéarke wurden mit Wasser verkleistert und mit 1,9 g Taka- 
diastase versetzt. (Die Enzymmenge wurde mit Absicht gering gehalten, 
um die Verunreinigung der Dextrine méglichst zu vermeiden.) Verfliissigung 
nach etwa 2 Stunden. Toluol zugesetzt. Die Mischung blieb bei etwa 22° 
70 Tage. Das Reduktionsvermégen hatte sich waihrend der letzten 2 Wochen 
nicht merkbar geandert. Das Enzym war aber nicht inaktiviert, wenigstens 
nicht vollstandig. Die Anwendung dieser sehr langen Versuchszeiten ist 
selbstverstandlich nicht ohne Nachteile: Teils mu8B man lange warten, teils 
kann man ja nie sicher sein, daB nicht einzelne Komponenten des an- 
gewandten Enzyms inaktiviert worden sind. Andererseits ist es bei der 
folgenden Isolierung der Dextrine natiirlich von groBem Vorteil, daB8 man 
so wenig fremde Stoffe wie méglich mit dem Enzympraparat hereingebracht 
hat. Die Versuchsmischung wurde klar zentrifugiert. Der Rest, der sich 
auch nicht in heiBem Wasser léste, wurde mehrmals mit Wasser gewaschen 
und mit Alkohol und Ather getrocknet. Das Filtrat wurde eine Zeitlang 
gekocht, um alle Enzyme zu zerstéren und das Toluol zu verjagen. Nach 
dem Abkiihlen wurde mit viel frischer, gewaschener Brauereihefe versetzt 
und das Aufhéren der Garung abgewartet. Dann wurde wieder klar filtriert 
und im Vakuum auf | Liter eingeengt. Bei der folgenden Fraktionierung 
mit Alkohol wurde (wie bei allen unseren Versuchen) zunachst mehr Gewicht 
darauf gelegt, simtliche entstandenen, nicht vergirbaren Produkte in einer 
Anzahl von Fraktionen wiederzugewinnen, als auf die Erzielung homogener 
Fraktionen unter groBem Verlust von Material. So vorteilhaft es auch sein 
kann, aus einem Verdauungsgemisch wie diesem individuelle Stoffe heraus- 
zulesen, finden wir es in diesem Falle richtiger, zu versuchen, einen Uber- 
blick itiber die Gesamtheit der entstandenen Stoffe zu bekommen. 


Die Dextrinlésung wurde mit steigenden Mengen Alkohol gefallt. Nach 
jedem Alkoholzusatz wurde 24 Stunden gewartet, der Niederschlag dann mit 
Alkohol gewaschen und mit Ather getrocknet. In dieser Weise wurden 
acht Fraktionen gewonnen. Das Filtrat wurde dann zum Sirup eingeengt, 
in Wasser gelést, noch einmal mit frischer Brauereihefe behandelt, filtriert 
zum Sirup eingeengt und mit absolutem Alkohol verrieben. 

In der Tabelle I haben wir die Eigenschaften der Fraktionen 
zusammengefaBt. Phosphorgehalt (nach Embden bestimmt, Ver- 
brennung mit konzentriertem H,SO, + H,0,), Reduktion usw., 
sind auf Trockensubstanz berechnet. (Die Priparate enthalten meistens 
etwas Alkohol). Die optische Drehung wurde im Quecksilberlicht 
mit Bichromatfilter bestimmt. Die Reduktion wurde im allge- 
meinen sowohl nach Bertrand wie nach Willstdtter und Schudel be- 
stimmt. Die Diffusionsversuche wurden in Apparaten nach Oholm 
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bei 20° ausgefiihrt (2). Zu jeder Reihe von Diffusionsversuchen wurden 
zwei Parallelversuche mit Maltose oder anderen bekannten Substanzen 
gemacht. Die Substanzmengen in den Schichten der Diffusionsapparate 
wurden polarimetrisch bestimmt. 


Tabelle I. 








Reduktion | 





Dextrin 

Fraktion || Menge in °/ 0), P.O, | Spezifische | 
ny in g der State | 0 P205 | “Drehung % ejo der | Mol.-Gew. 
0,25 | 0,846 | 1606 | 20,8 865 880 
| | | 740 

MT | 0,0667 184,2 | 20,8 | 865 | 975 
i 1010 

MT 5 0,0550 178,65 || 20,15 | 895 1000 
| | 880 


MT 0,0878 1820 | 23,32 | 865 
750 
785 


MT vi 276! 1; 0,0800 1793 | 23,92 | | 830 
| | | | 710 

| | 700 

MT VI 0,0204 1641 | : | 710 
; ! | 720 

| 660 

MT VII | 0,6: 0,0543 1701 | | 640 
| 575 


MT VIII 9,6 0,0446 1601 | 31,3 | | 630 
1 516 
! 615 


MT IX) 40,0; 2,00 0,0289 149,9 | 3,5 | 480 


Zusammen wurden also aus 2kg Maisstaérke nicht weniger als 
393 g Grenzdextrine gewonnen, d.h. 19,66°% der Starke. Es sei hier 
gleich hervorgehoben, dafi§ die meisten der gewonnenen Fraktionen bei 
wiederholter Behandlung mit Takadiastase (oder Malzamylase) weiter 
gespalten wurden, jedoch mit einer ungemein kleinen Geschwindigkeit, 
die weit unter 1: 1000 von der Spaltungsgeschwindigkeit der Starke 
lag. Diese langsame ,,Nachverzuckerung“ der stabilen Dextrine wurde 
schon friiher von anderen Forschern beobachtet. Besonders sei in 
diesem Zusammenhang auf die diesbeziiglichen Versuche von R. H. 
Hopkins hingewiesen (3). Gewisse Fraktionen erwiesen sich aber gegen 
die Enzyme als véllig unangreifbar, und wenn auch, wie gesagt, einige 
langsam weiter gespalten werden, so verdienen sie jedoch nach unserer 
Meinung den Namen Grenzdextrin, da die Spaltungsgeschwindigkeit 
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so klein ist, daB besondere Annahmen iiber ihre Konstitution notwendig 
erscheinen. 
Zu der Tabelle I wollen wir foigendes bemerken: 


a) Das Molekulargewicht der Grenzdextrine. Die durch freie Diffusion 
bestimmten Werte kénnen bei diesen niedrigmolekularen Stoffen als 
richtig betrachtet werden. Mit ihnen stimmen die aus der Reduktion 
berechneten Werte gut iiberein. Die Annahme, daB die Grenzdextrine 
je eine reduzierende Gruppe pro Molekiil enthalten, wird also bei diesen 
Substanzen (sowie bei allen anderen von uns untersuchten) bestiatigt. 
Zu bemerken ist, daB bei diesen Dextrinen die nach Bertrand gewonnenen 
Reduktionswerte gut mit denen nach Wiéillstdtter Schudel (4) iiberein- 
stimmen. Dies ist aber nicht immer der Fall, denn oft bleiben die 
Bertrand-Werte betrachtlich zuriick. Wie zu erwarten, stimmen dann 
die aus den Hypojoditwerten berechneten Molekulargewichte mit den 
durch die Diffusionsmethode ermittelten viel besser als die nach den 
Bertrand-Bestimmungen berechneten. 

Sehr wesentlich ist, daB nicht weniger als etwa 240 g der Dextrine 
oder mehr als 60 °% derselben ein Molekulargewicht von rund 950 haben. 
Dies entspricht einem Molekiil aus sechs Glucoseresten zusammen- 
gesetzt. Die Versuche stiitzen also den auch von anderer Seite aus- 
gesprochenen Gedanken, da Ketten aus je sechs Glucoseresten irgend- 
wie als individuelle Bausteine gewisser Starkemolekiile oder gewisser 
Teile der Starke betrachtet werden kénnten (5). Es sei jedoch gleich 
mitgeteilt, daB bei anderen Starkesorten solche ,,Hexadextrine“ unter 
den Abbauprodukten gar nicht so stark hervortreten. Aus unseren 
bisherigen Versuchen scheint hervorzugehen, daB aus stark phosphor- 
haltigen Staérken, wie Weizenstarke, die Grenzdextrine Fraktionen von 
sehr variierendem Molekulargewicht enthalten, wo sich keine Fraktion 
quantitativ besonders auszeichnet. 

Etwa 40°, der Dextrine aus Maisstarke haben ein Molekular- 
gewicht unter 950. Davon zeigt eine recht groBe Menge ein Molekular- 
gewicht um 650, einem Tetradextrin entsprechend. Dies ist auch in 
Ubereinstimmung mit Befunden anderer Forscher. Interessant ist, 
daB eine groBe Fraktion ein Molekulargewicht weit unter 666 zeigt. 
Dies muB bedeuten, daB in dieser Fraktion Trisaccharide oder unver- 
garbare Disaccharide vorkommen. Selbstverstandlich muB dabei 
genau kontrolliert werden, daB die Dextrine nicht durch vergarbare 
Zucker verunreinigt sind. Uber weitere Fraktionierung dieser niedrig- 
molekularen Dextrine siehe eine folgende Arbeit. 

b) Phosphorgehalt. Saimtliche Dextrine enthalten P, und zwar in 
einigen Fillen prozentisch wesentlich mehr als die Starke, die nur 
0,0631% P,O, enthielt. Zusammen enthalten die Dextrinfraktionen 








176 K. Ahlborg u. K. Myrback: 


etwa 0,264 ¢ P,O,. Der unlésliche Rest enthielt etwa 0,271 g oder zu- 
sammen 0,535 g. Da 2kg Maisstiérke etwa 1,26g P,O, enthalten, 
finden wir also in den Dextrinen bzw. dem unléslichen Rest etwa 43 %, 
des Phosphors der Starke wieder. Im Falle anderer Starke- und Enzym- 
praparate wurde prozentisch noch mehr von der Phosphorsaure in den 
Dextrinen wiedergefunden, so da sich behaupten l4Bt, daB, wenn die 
Amylasepraparate frei von Phosphatasen waren, alle Phosphorsaure 
im unldéslichen Rest bzw. in den Dextrinen bleibt, und zwar, wie es 
scheint, in allen Fallen in den in Alkohol schwerléslichen Fraktionen 
von relativ hohem Molekulargewicht. Beim Umfallen der einzelnen 
Fraktionen hauft sich der Phosphor ebenfalls immer in den schwer- 
léslichsten Fraktionen an. Die Versuche sind mit der Auffassung im 
Einklang, daB die Substitution einer OH Gruppe in der Starke durch 
Phosphorsaiure eine Ursache zur Bildung von unspaltbaren Grenz- 
dextrinen ist. Die Anwesenheit eines Phosphorsdurerestes in einer 
Kette verhindert die Zerlegung dieses Molekiilteiles in Maltose durch 
phosphatasefreie Amylasen. Auch Dextrine mit ganz niedrigem Mole- 
kulargewicht (Tetradextrine) enthalten aber Phosphorsaure, so daB 
angenommen werden kann, daB sich die Maltoseabspaltung unter 
Umstanden bis sehr nahe an die P-substituierten Glucosereste fort- 
setzen kann. 

c) Die optische Drehung. Die Untersuchung der optischen Aktivitat 
der Dextrine ist von Interesse, besonders in Hinblick auf die von 
Freudenberg gefundenen Regeln fiir die optische Aktivitat in Saccharid- 
reihen. Vorausgesetzt, daB in einer solchen Reihe aus Glucosesacchariden 
nur eine Art von Bindungen vorkommt, lat sich die Drehung der 
Glucoseeinbeit eines n-Saccharids durch folgenden Ausdruck dar- 
stellen (6): 


[M), os - 
Pee [iM], —m + 2 (2m — [M],), 


wo [1], die molekulare Drehung des zur Reihe gehérigen Disaccharids 
und m die molekulare Drehung [./],,/00 des Polysaccharids ist. Die 
molekulare Drehung der Glucoseeinheit der Saccharide der Reihe 


n 
bildet, gegen aufgetragen, eine Gerade. In der Abb. 1 haben 
“ 


wir die Drehungen unserer Dextrine angegeben. Zu beachten ist, dal 
alle Drehungen im Hg-Licht bestimmt worden sind. (Drehung der 
Maltose + 144°.) 


Bei den groBen Fraktionen II bis VI fallen die Punkte recht gut 
mit der Kurve zusammen. Eine starke Abweichung zeigt dagegen die 
kleine Fraktion I. Diese Fraktion ist aber erstens stark P-haltig und 
zweitens als erste Fraktion wahrscheinlich durch fremde Stoffe ver- 
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unreinigt, so da aus der abweichenden Drehung kaum Schliisse zu 
ziehen sind. Eine gewisse Abweichung zeigen auch die niedrigmole- 
kularen Fraktionen VII und VIII. Weitere Fraktionierungsversuche 
miissen aber hier ausgefiihrt werden, um mdglichst einheitliche Sub- 
stanzen zu gewinnen. Dies gilt auch fiir die sicher uneinheitliche Frak- 
tion IX. Immerhin miissen wir gestehen, daf die Drehungen der 
Dextrine eher fiir als gegen die Annahme sprechen, daB sie alle dieselben 
Bindungen enthalten. Dann fragt man sich aber wieder, warum sie 
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Abb. 1. 


eigentlich entstehen. Andererseits muB ja zugegeben werden, daB, wenn 
die Dextrine z. B. je eine von der Maltosebindung abweichende Bindung 
enthalten, der Einflu8 davon auf die optische Drehung mit steigendem 
Molekulargewicht der Dextrine abnehmen mu, so daB die gréBten 
Abweichungen bei den Dextrinen mit kleinstem Molekulargewicht zu 
erwarten sind. 


Die Grenzdextrine werden von lebender Hefe nicht vergoren, 
dagegen von Trockenhefe, Mazerationssaft usw., und zwar, wie an 
anderer Stelle hervorgehoben wurde (7), mit etwa derselben Geschwin- 
digkeit wie Starke, Glykogen usw. Simtliche von uns gewonnenen 
Dextrine konnten in dieser Weise mehr oder weniger vollstandig ver- 
goren werden. Auf die an und fiir sich sehr interessante Frage nach 
dem Mechanismus dieser Vergirung wollen wir hier nicht weiter ein- 
gehen, es sei nur auf die inzwischen publizierten Arbeiten von Schaffner 
und Mitarbeitern iiber die direkte Phosphorylierung von Polysacchariden 
hingewiesen (8). Uns interessiert hier die Frage, ob die Vergirbarkeit 
iiber den Bau der Grenzdextrine etwas aussagen kann. DaB alle Dextrine 
mit etwa derselben Geschwindigkeit vergoren werden wie die Starke, 
scheint ja am ehesten dafiir zu sprechen, daB die Art der Verkniipfung 
der Glucosereste tiberall dieselbe ist und daB auch sonst keine Ab- 
weichungen im Bau vorkommen. Dazu kann jedoch angefiihrt werden, 
daB die durch Erhitzung in Glycerin gewonnenen Abbauprodukte, 
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z. B. ein sogenanntes Trihexosan, ebenso glatt vergoren werden wie 
die enzymatisch entstandenen Dextrine. Dabei sind ja bestimmt Ab- 
weichungen in der Konstitution vorhanden, da die erstgenannten gar 
nicht reduzieren. Die Garversuche kénnen also kaum was aussagen 
iiber den feineren Bau der Grenzdextrine ; méglicherweise kann dadurch 
die Anwesenheit von B-Bindungen ausgeschlossen werden. 
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Uber Grenzdextrine und Starke. 
Ill. Mitteilung: 
Trisaccharide unter den Abbauprodukten der Stirke. 
Von 
K. Myrbick. 
(Aus dem Biochemischen Laboratorium der Universitat Stockholm.) 


(Eingegangen am 20, April 1938.) 


Bei der Fraktionierung der beim Abbau durch verschiedene 
Amylasen gewonnenen Grenzdextrine wurde in mehreren Fallen beob- 
achtet, daB die in wasserhaltigem Alkohol leichtléslichsten Fraktionen 
ein durchschnittliches Molekulargewicht kleiner als 666 (Tetrasaccharid) 
zeigten. Man muB also den SchluB ziehen, daB solche Fraktionen Tri- 
oder méglicherweise Disaccharide enthalten. Dabei ist selbstverstandlich 
sorgfaltig zu kontrollieren, daB keine vergirbaren Zucker darin vor- 
kommen. 

Es braucht wohl hier kaum hervorgehoben zu werden, daB diese 
Isolierung von Trisacchariden unter den enzymatischen Abbauprodukten 
der Starke nichts zu tun hat mit den Behauptungen von Pringsheim, 
da die Grenzdextrine aus einem Gemisch von Di- und Trihexosan 
bestehen sollten. Die Hexosane sollten ja Anhydridstruktur haben 
und dementsprechend keine Reduktion zeigen, wahrend unsere Grenz- 
dextrinfraktionen immer eine dem Molekulargewicht entsprechende 
Reduktion zeigen. Im Gegensatz zu Pringsheim wird auch hier an- 
genommen, daB die Grenzdextrine primare Spaltprodukte sind, also 
Teile der Starkemolekiile. 

Nach Haworth soll die Stirke aus Ketten von «-glucosidisch ver- 
kniipften Glucosemolekiilen bestehen. Da auBerdem von mehreren 
Seiten behauptet wird, daB unter Umstanden ein vollstandiger enzymati- 
scher Abbau der Starke in Maltose stattfindet, so miiBte man schlieBen, 
daB die Ketten von Haworth immer eine gerade Zahl von Glucose- 
molekiilen enthalten, was auch viele Forscher stillschweigend anzu- 
nehmen scheinen. Findet man dann unter den Abbauprodukten Tri- 
saccharide, so mu8 ihre Entstehung durch eine der folgenden Annahmen 
erklart werden: 

1. Es gibt in der Starke Ketten, die eine ungerade Zahl vom 
Gilucoserest enthalten. Daraus wird Maltose abgespalten bis ein Tri- 
saccharid zuriickbleibt. 

2. Es gibt Enzyme, die aus den Ketten der Starkemolekiile, sei 
es, da diese eine gerade oder eine ungerade Zah] von Glucoseresten 
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enthalten, Spaltstiicke (Dextrine) bilden, die eine ungerade Zahl ent- 
halten. Aus diesen wird Maltose abgespalten bis Trisaccharide iibrig 
sind. Denkbar ware z. B., daB die Dextrinogenamylase («%-Amylase) 
zum Teil solche Dextrine entstehen laBt. 

3. Es gibt in den natiirlichen Amylasepraparaten Enzyme, die aus 
Starke bzw. Dextrinen direkt Glucose abspalten kénnen. Tatsachen, 
die dies andeuten, sind jedoch kaum bekannt. Jedenfalls hat die Maltase 
nach unseren Versuchen auf andere Substrate als Maltose (Grenzdex- 
trine) keine solche Wirkung. 

Trisaccharide (oder tiberhaupt Dextrine mit einer ungeraden Zahl 
von Glucoseresten) wurden bisher unter den enzymatischen Spalt- 
produkten der Starke nicht beobachtet. In einer vorliufigen Mittei- 
lung (1) habe ich aber zeigen kénnen, daB bei Fraktionierung der in 
Alkohol leichtléslichsten Fraktionen von Dextrinen Substanzen er- 
halten werden kénnen, die die Eigenschaften von Trisacchariden zeigen. 
Die in der IT. Mitteilung erwahnte neunte Fraktion der Dextrine, die nach 
Einwirkung von Takadiastase auf Maisstirke gewonnen worden war, 
gab in einer betrachtlichen Ausbeute eine Fraktion mit dem Molekular- 
gewicht 495, die nach Hydrolyse mit HCl ungefahr die berechnete Aus- 
beute an Glucose gab. Die Versuche wurden nun wiederholt, wobei 
besonders Gewicht darauf gelegt wurde, da: 1. alle vergirbaren Kohlen- 
hydrate, 2. alle Nichtkohlenhydratbestandteile méglichst entfernt 
wurden, und 3. die Fraktionierung weiter getrieben wurde. 

Etwa 15g des Dextrins MT IX wurden mit den weniger einheit- 
lichen Fraktionen der ersten Fraktionierung gemischt, in kochendem 
Wasser gelést, gekiihlt und mit etwa 12 g frischer Brauereihefe versetzt. 
Nur ganz wenig Kohlenséure wurde entwickelt. Nach 20 Stunden 
bei 30° wurde klar filtriert und mit 3g Quecksilberacetat versetzt. 
Nach 20 Stunden wurde der Niederschlag abfiltriert und das Filtrat 
mit Schwefelwasserstoff von Hg befreit. Nach Durchleiten von Luft 
wurde im Vakuum auf 60 ccm eingeengt und mit Alkohol fraktioniert 
gefallt. Die erste Fraktion, die nach Zusatz von 145 cem 95 %igem 
Alkohol erhalten wurde und noch stickstoffhaltige Stoffe enthielt, 
wurde verworfen. Dann wurden folgende Fraktionen gewonnen: 


Mit 165 cem Alkohol: 2,0g Fraktion MT IX: 8 


ie: | aes re 2,0 ¢ a MT IX: 9 
5 eee a 3,5 2 a MT IX: 10 
a 3 14g a MT IX: 11 
oo) IO Bs 0,6 g mm MT IX: 12 


Dann wurde das Filtrat auf 10 cem im Vakuum eingeengt und mit 
200 cem 95°%igem Alkohol versetzt: 7,2 g Fraktion MT IX: 13. Das 
Filtrat davon wurde zum Sirup eingeengt und mit 100 ecm abs. Alkohol 
verrieben: 1,0 g Fraktion MT IX: 14. Ein kleiner Rest ging in den 
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Alkohol und wurde nicht weiter untersucht. Die Reduktion der Frak- 
tionen wurde nach Witllstdtter-Schudel bestimmt. (Die Bestimmung 
nach Bertrand gibt, wenn nach der Glucosetabelle gerechnet wird, zu 
niedrige Werte [vgl. auch (2)]. Dabei wurden folgende Werte erhalter:: 





Froktion || 1 S"Ginowe| newtae | Mraktion | Boe | 
MTIX: 8 | 280 645 MT IX: 12 28,2 640 
MTIX: 9 | 28.1 640 MT IX: 13 35.5 507 
MT IX: 10 28,0 645 MT IX: 14 43,5 415 
MTIX:11 | 288 625 





Die zwei gr6Bten Fraktionen 10 und 13 wurden auBerdem nach der 
Diffusionsmethode untersucht. Dabei ergaben sich mit den obigen 
gut iibereinstimmende Werte des Molekulargewichts. Wahrend also 
die drei ersten Fraktionen beinahe reine Tetrasaccharide enthalten, 
enthalt die 13. (gréBte) Fraktion ein oder mehrere Trisaccharide. Im 
Falle des Trisaccharids liegen die Verhaltnisse insofern giinstiger als 
bei héheren Dextrinen, da die Gefahr der Uneinheitlichkeit wesentlich 
kleiner ist. H6échstens kénnte man annehmen, daB die Fraktionen 
Mischungen von Tetra- und Disacchariden sein sollten, wobei aber die 
Disaccharide andere als Maltose sein miiBten. Dies ware sogar noch 
interessanter, weil man dann direkt gezeigt hatte, daB die Starke andere 
Bindungen als die Maltosebindung enthalt. Die Fallungsverhaltnisse usw. 
sprechen aber unbedingt dafiir, daB die Fraktion 13 nur Trisaccharide 
enthalt. Ob die letzte kleine Fraktion 14 noch Disaccharide enthalt, 
wollen wir dagegen offen lassen. 


Mit der Fraktion 13 wurden Hydrolyseversuche ausgefiihrt: 
Mengen von 10 bis 30 mg wurden mit n bis 2n HCl im Wasserbad 
behandelt. Beispiel: 


11,0 mg Substanz gaben 12,6 mg Glucose, berechnet 11,8 mg 


22,8 ,, ” 5: 23,9 4, 99 9 24,5 ,, 
hy | ere 9 » 28,3 4, 9 % 28,9 ,, 


Bei der Hydrolyse steigt also die Reduktion der Substanz, auf 


Glucose bezogen, wie berechnet von 35,5 auf genau 100%. 

Die optische Drehung der Substanz war in 2,3%iger Lésung 
+ 145,39, wobei zu beachten ist, daB die Ablesung im Hg-Licht mit 
Bichromatfilter vorgenommen wurde. Die Drehung der Maltose unter 
denselben Bedingungen wurde zu 144,0° bestimmt. Nach den Freuden- 
bergschen Regeln ware eine etwas héhere Drehung des Trisaccharids 
zu erwarten, wenn angenommen werden darf, daB es eine unverzweigte 
Kette und lauter Maltosebindungen enthalt. Mit der Konstitutions- 
bestimmung sind wir beschaftigt. Die Substanz iaBt sich, wenngleich 
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unter groben Schwierigkeiten, vollstandig methylieren. Dabei wurde 
mit Dimethylsulfat und Lauge vormethyliert und dann mit Jodmethy! 
und Silberoxyd langere Zeit behandelt. 

Wenn ein Trisaccharid von den Amylasen nicht weiter gespalten 
wird, mu dies natiirlich nicht notwendig bedeuten, daB es eine von 
der Maltose bzw. der Hauptmenge der Starke prinzipiell abweichende 
Konstitution hat. Nichts hindert uns anzunehmen, daB ein Enzym, das 
aus Ketten von Glucosemolekiilen Maltose abspaltet, im Falle des 
Trisaccharids (vielleicht wegen der Nahe der reduzierenden Gruppe) 
wirkungslos ist. Andererseits kann natiirlicherweise die Bildung von 
Trisacchariden auch unter der Annahme der ,,Anomalien“ in den 
Ketten leicht erklairt werden. Nehmen wir z. B. an, daB Verzweigungen 
der Ketten vorkommen und daB also am Verzweigungspunkt mindestens 
eine Bindung eine andere als die Maltosebindung ist, so kénnen die 
gewohnlichen Amylasen nach unserer Auffassung diese Bindung nicht 
spalten. Je nach der Art des Enzyms und je nachdem die Ketten eine 
gerade oder eine ungerade Zahl von Glucoseresten enthalten, wird das 
um dem Verzweigungspunkt zuriickbleibende Grenzdextrin 2, 3, 4 oder 
vielleicht noch mehr Glucosereste enthalten. Vgl. hieriiber (3). 

Bei der Isolierung von Dextrinen aus Bierwiirze (4) wurde ebenfalls 
eine Fraktion erhalten, die ein mittleres Molekulargewicht von etwa 
600 zeigte, und zwar wurden aus 1 kg Darrmalz (etwa 600g Starke) 33 g 
dieser Fraktion nebst etwa 100 g héhermolekularer Produkte isoliert. 
Die niedrigmolekulare Fraktion wurde in Wasser gelést und mit etwa 
12 g frischer Brauereihefe versetzt. Nur unbedeutende Gasentwicklung. 
Nach 20 Stunden bei 30° wurde klar filtriert und zweimal mit je 4 g 
Quecksilberacetat gefallt. Nach Entfernung des Quecksilbers und des 
Schwefelwasserstoffs wurde auf 75 ccm eingeengt und mit Alkoho! 
fraktioniert gefallt : 





Alkoholmenge Dextrinmenge Frag ome oo 

Br MOE ince Ca s-4:c ab ase Aue Fe etwa 0,5 g ~— 
Oe Gs RN Cee ees bie peeee eee 10,0 g 27,9 645 
BO of eesg an es as es 3,2 g 30,4 590 
Pe ele accsbiaeee vent ees eo ae 1,2 g 31,8 565 
in BEE WEEE OR TREE Ee 14 ¢g 31,6 570 
Eingeengt auf 15 cem + 400 cem 

NE ic ace GAN aecniiicty sake » 18 g 42,7 420 
Eingeengt zu Sirup, mit abs. 

Alkohol verrieben ........... 2,5 g 50,7 355 


DaB die zweite (gréBte) Fraktion Tetrasaccharide enthalt, und 
zwar in einigermaBen einheitlicher Form, diirfte aus der Tabelle hervor- 
gehen, ebenso daB die zwei folgenden Fraktionen Mischungen von 








vl 





Uber Grenzdextrine und Starke. ITI. 183 


Tetra- und Trisacchariden enthalten. Ob man im Falle der zwei letzten 
Fraktionen annehmen darf, da nicht vergarbare Disaccharide vor- 
handen sind, ist unsicherer, weil im Falle einer Wiirze die Dextrine 
leicht durch fremde Stoffe verunreinigt sein kénnen. Immerhin ist 
die Reduktion der letzten Fraktion so hoch, daB eine andere Deutung 
kaum in Frage kommt. Bei Hydrolyse dieser Fraktion steigt die Reduk- 
tion zu beinahe dem doppelten Wert. Der theoretische Wert fiir Glucose 
wird jedoch nicht ganz erreicht, was bedeuten mu, da’ noch 
Nichtkohlenhydratbestandteile vorhanden sind. Der in der Tabelle 
angegebene Wert der Reduktion ist auf dem wahren Kohlen- 
hydratgehalt der Substanz berechnet. Die optische Drehung dieser 
Fraktion war bedeutend niedriger als die der Maltose. Der gefundene 
Wert (etwa 78°) kann aber sehr stark durch die stickstoffhaltigen Ver- 
unreinigungen entstellt sein. Es ist zu erwarten, daB reinere Praparate 
erhalten werden kénnen, wenn reine Gerstenstarke mit gereinigter 
Malzamylase gespalten wird. Solche Versuche sind im Gange. 

Die letzte Fraktion gab mit Phenylhydrazin keine schwerléslichen 
Verbindungen, waihrend im Parallelversuch die gleiche Menge Maltose 
beim Abkiihlen einen dicken Niederschlag von Hydrazon gab. 


Literatur. 


1) K. Myrbdck, Svensk kemisk tidskr. 50, 27, 1938. — 2) J. Blom, 
B. Braue u. A. Bak, Zeitschr. f. physiol. Chem. 252, 261, 1938. — 3) K. Myr- 
bidck, Current Science 6, 47, 1937. — 4) K. Myrbdck u. K. Ahlborg, Monatsbl. 
d. Ver. schwed. Brauer 53, 45, 1938. 
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Enzymatische Umsetzungen durch Fusarium graminearum 
Schwabe (Gibberella Saubinettii), zugleich Beitrag 
zur Wirkungsweise der Blausiure und des Vitamins B.,. 


V. Mitteilung zur Biochemie der Fusarien. 
18. Mitteilung zum Mechanismus der Enzymwirkung'. 
Von 
Else Dammann, 0. T. Rotini (Mailand) und F. F. Nord?. 
(Aus dem Hygienischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 23. April 1938.) 
Mit 15 Abbildungen im Text. 


Einfiihrung. 


Durch die Untersuchungen der letzten Jahre iiber die Biochemie 
der Fusarien ist der Forschungsbereich der alkoholischen Garung von 
Hexosen, Pentosen einerseits, der Dehydrierung von Alkoholen anderer- 
seits wesentlich erweitert worden. Bei praktisch mit der Hefe tiberein- 
stimmenden stéchiometrischen Leistungen war es uns méglich, die 
Wirkungen von Enzymen in lebenden Zellsystemen auf die obengenannten 
Substrate zu studieren und uns dadurch von liickenhaft arbeitenden, 
gestérten, in der Phasenfolge ihrer Wirkungen von der natiirlichen 
Ordnung des lebenden Protoplasmas nachweislich abweichenden®* 
Systemen unabhangig zu machen. Die biochemische und physiologische 
Bedeutung des Mechanismus des enzymatischen Kohlenhydratabbaues 
berechtigt uns nicht nur, sondern fordert es sogar, nach Enzymsystemen 
zu fahnden, bei denen mindestens die Stoffumwandlung, unabhangig 
von den Einzelheiten der Energieumsetzungen innerhalb des Getriebes, 
im Endergebnis zu Produkten fiihrt, die zu einem Vergleich mit den 
stofflichen Umsetzungen durch die lebende Hefezelle mehr berechtigen 
miiBten, als mit Hilfe von solchen kiinstlichen Saften oder Praparaten 
gewonnene Ergebnisse, bei welchen man niemals mit Sicherheit sagen 
kann, ob und welcher Teil der enzymatischen Ausriistung bzw. der 
Phasenfolge bis zum beginnenden Substratumsatz a) verloren gegangen 
ist, b) in seinen Leistungen beeintrachtigt ist oder c) eine Umschaltung 
erfahren hat. 

Wir haben uns daher im Bereich der Fusarien der Erkundung der 
biochemischen Leistungen eines dritten, eine praktisch vollwertige 

117, Mitteilung: F.F. Nord u. W. Engel, diese Zeitschr. 296, 153, 
1938. —- ? Uber den Inhalt dieser Arbeit wurde im Rahmen eines Vor- 
trages am X. internationalen Kongre®8 fiir Chemie in Rom, am 16. Mai 


1938, berichtet. —- * Vgl. H. Hofstetter, H. Leichter u. F. F. Nord, ebenda 
295, 414, 1938; F. Lipmann, Sérensen-Festschrift, S. 317, Kopenhagen 1938. 
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alkoholische Girung bewirkenden Systems, dem Fusarium graminearum 
Schwabe (Gibberella Saubinettii) (Fgra), zugewandt!. Uber die bis- 
herigen bei FIB und Fox erhaltenen Ergebnisse hinaus waren hierbei 
auch Erkenntnisse zur Erklarung der seltenen und auffallenden Tatsache 
zu erstreben, daB Fusarien am besten auf Leinsamen? geziichtet werden, 
die bekanntlich das Glucosid Linamarin enthalten, das bei Gegenwart 
von Wasser durch enzymatische Zersetzung Blausiure abspaltet®. Wir 
haben daher bei der Untersuchung des Kohlenhydratabbaues und der 
Dehydrierungsvorginge durch Fgra versucht, auch die Wirkungsweise 
der Blauséure kennenzulernen. 


Erregermaterial. 


Fiir vorliegende Untersuchung wurde uns als Erregermaterial ein 
Stamm Nr. 987 Fgra (auf Weizen geziichtet) aus der Biologischen Reichs- 
anstalt in Berlin-Dahlem zur Verfiigung gestellt, fiir dessen Uberlassung 
wir Herrn Oberregierungsrat Wollenweber auch an dieser Stelle danken 
méchten. Rein morphologisch ahnelt Fgra sehr dem FIB und Fox, den von 
uns bisher untersuchten Fusarien, mit der MaBgabe, daB im Falle des Fgra 
die Faden etwas kraftiger, die Zellen gr6Ber und etwas gedrungener sind. 
Es bildet ebenso wie Fox in seinen Zellen einen Farbstoff, der im alkalischen 
Gebiet von gelb in lila umschlagt. Im Gegensatz zu den beiden anderen 
Fusarien besitzt es nicht die Fahigkeit zur Deckenbildung. Die Umsetzungen 
erfolgen noch langsamer als durch Fox. 


Bestimmungsmethoden. 


Die analytische Kontrolle der Versuche wurde im Falle der CO,- 
und P-Bestimmungen genau so ausgefiihrt, wie in unseren friiheren 
Arbeiten beschrieben. Die Alkoholbestimmung erfuhr eine wesentliche 
Vereinfachung und wurde wie folgt gehandhabt: 


25 cem der Maische werden mit Kalilauge (in Platzchenform) alkalisch 
gemacht und davon 10 eem abdestilliert. Das Destillat enthalt den gesamten 
entstandenen Alkohol der Probeentnahme. Es wird in einen Claisenkolben 
iibergefiihrt, der eine Lésung von 30 g Kaliumbichromat und 30 cem konz. 
Schwefelséiure in Wasser gelést enthalt. Der Inhalt des Kolbens wird gut 
durechgemischt und zur Oxydation !/, Stunde lang bei Zimmertemperatur 
stehengelassen. Dann wird die entstandene Essigsiure abdestilliert, und 
zwar wird bis zur gerade beginnenden Kristallisation des Kolbeninhalts 
destilliert. Nunmehr werden 100 cem Wasser nachgegeben und noch einmal 
50 cem abdestilliert. Die Destillate werden mit n/5 KOH gegen Phenol- 
phthalein titriert. Blindbestimmungen ergaben auch hier durchschnittlich 
97 bis 103 % des theoretischen Wertes. 

Gegeniiber der bisher von uns verwendeten Methode hat dieses kom- 
binierte Verfahren den Vorteil der Zeit- und Materialersparnis. Das 


1 §. Medvedeva, C. r. de Acad. des Sei. de ) U. R. 8S. 8S. 15, 503, 1937. 
— *® F.F. Nord, Else Dammann u. H. Hofstetter, diese Zeitschr. 285, 245, 
1936. — *% Collins u. Blair, The Analyst 1914, 8.39 u. 70. Vgl. wegen 
weiterer Literatur Fiihner u. Krause, Medizin. Welt 11, 29, 1937. 
Biochemische Zeitschrift Band 297. 13 
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22stiindige Durchleiten von Luft zur Vertreibung des Alkohols aus der 
Lésung fallt weg. 30g Bichromat und 30 cem Schwefelsaure reichen durch- 
sehnittlich fiir zehn Alkoholbestimmungen, wahrend sie bei der alten 
Methode nur einmal verwendet werden konnten. Die Genauigkeit ist 
gleich geblieben!. 

Der Restzuckergehalt der Ansatze wurde durch Titration mit 
Fehlingscher Lésung und Ferrocyankalium als Indikator ermittelt. 

Bereitung der erforderlichen Lésungen: 

I: 69,3 g Kupfersulfat auf 1000 cem Wasser, 
Il: 346,0¢ Kalium-Natriumtartrat und 
100,0 g Natriumhydroxyd auf 1000 cem Wasser. 

Fehling-Lésung: Mischung I und II im Verhaltnis 1:1. Zur Zucker- 
bestimmung bringt man 25cem Fehling-Lésung in einer Porzellanschale 
zum Kochen und lat hierzu unter standigem Kochen aus einer Biirette 
soviel verdiinnte Zuckerlésung zulaufen bis ein Tropfen, der Lésung auf 
Filtrierpapier mit Ferrocyankalium in essigsaurer Lésung keine Rotfarbung 
mehr zeigt. 

Versuche. 

1. Vergdrung der Glucose und Nachweis der organischen Sduren. 

Wahrend bei FIB und Fox die Vergarung einer 2%, igen Glucose- 
lésung durchschnittlich 1 bis 2 Wochen in Anspruch nimmt, braucht 
unter den gleichen Bedingungen Fgra etwa 3 bis 4 Wochen bis zum 
volligen Verbrauch des Zuckers. 
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Abb. 1. Vergiirung von Glucose durelf Fgra. 


Tabelle I. Phosphorylierung von Glucose durch Fgra, 





Datum mg P Héchstwert der 


Phosphorylierung 
a. 15,06 
1. AL 15,06 
4. XI. 14,00 7% 
8. XI. 14,29 
12. XI. 15,04 
16. XI. 15,06 
20. XI. 15,06 


Endalkoholbestimmung: 349,6 mg. 


' Die Ausarbeitung des Verfahrens riihrt von Herrn Dr. F’. Newmann- 
Mannheim her. Sie erfolgte wahrend seiner dankenswerten Tatigkeit als 
Gast des Laboratoriums. 
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Abb. 1 zeigt die durchschnittliche Tagesleistung an CO, bei Ver- 
garung von Glucose. 

Geimpft wurde mit einem Stiickchen Mycel aus einer 8 Tage alten 
Glucosekultur. Im iibrigen wurden stets, wie in den vorhergehenden 
Arbeiten, Doppelversuche ausgefiihrt. Als Nahrsubstrat zu den Gar- 
versuchen kam immer folgende Lésung zur Verwendung: 

50 cem Wasser, 

1 g Kohlenhydrat, 

0,01 g Asparagin, 

0,04 g MgSO,.7H,0, 

0,07 g KH,PO,. 
Wie aus den oben angefiihrten Phosphorwerten ersichtlich, zeigt die 
Phosphorylierung der Glucose durch Fgra dasselbe Bild wie bei den 
beiden anderen Erregern. Es findet ein P-Schwund von etwa 7 %, statt- 
Reproduzierbare, stéchiometrische Beziehungen in bestimmten Zeiten, 
zwischen dem Verlauf des Vergirungs- und des Phosphorylierungs- 
vorganges, konnten auch hier nicht beobachtet werden!. 

Der nach Verbrauch des Zuckers bestimmte Alkoholwert betrug 
durchschnittlich 70°%, der Theorie. Bei der Verfolgung der py-Werte 
ergab sich ein deutlicher Unterschied zu FIB und Fox. Schon nach 
ein paar Tagen sinkt das py von 4,8 auf 3,5 und bleibt in dieser Héhe 
bis zum Ende der Vergirung. Das deutet auf die Anwesenheit von 
organischen Sauren hin. Ebenso der Umstand, daB die Gesamtmenge 
der Kohlensaure weit unter dem theoretischen Werte bleibt. Die 
Garung einer 5° igen Glucoselésung wurde deshalb nach 8 Tagen ab- 
gebrochen. Das Filtrat wurde mit Schwefelsiure kongosauer gemacht 
und Citronensaéure nach Kunz bzw. Kometiani? nachgewiesen. In einem 
Versuch, der Athylalkohol als Substrat enthielt, gelang der Citronen- 
saurenachweis nicht. Da die Citronensaurebildung vermutlich iiber die 
Zwischenstufe der Apfelsiure geht, versuchten wir auch die Anwesenheit 
von Apfelsiure zu beweisen. Als Substrat wurde Glucose und Athyl- 
alkohol verwendet. Zur Vorprobe wurde die Reaktion von Denigés* 
benutzt. Sie fiel in beiden Fallen positiv aus. Zur Bestatigung wurde 
die Bestimmung nach Hahn und Haarmann4 ausgefiihrt. DaB die Apfel- 
siure auch in dem Alkoholversuch gefunden wurde, laBt vermuten, 
daB die Citronensdurebildung iiber die Alkoholstufe gehen kann. 

Oxalséure konnten wir im Gegensatz zu Gortner® am Anfang der 
Glucosegérung in geringen Mengen (als Ca-Oxalat in essigsaurer Lésung) 
nachweisen. Als Intermediarprodukt der Dehydrierung des Alkohols 


1 Vgl. hierzu auch die Quotienten CO,:P in der von Lipmann (I. c.) 


mitgeteilten Tabelle. —- ? Zeitschr. f. analyt. Chem. 86, 362, 1931. 
3 C.r. 180, 32, 1900. — * Zeitschr. f. Biol. 87, 107, 1928; 89, 159, 1929. 


— 5 J. of biol. Chem. 119, 198, 1937. 
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wurde, in (bereinstimmung mit den Leistungen von FIB, Essigsaure 
gefunden und bestimmt. 

Oxalsiure (1°%, pu 3,5)! bzw. Essigsiure (Ca-Acetat, 5%, pu 6) 
kénnen als einzige Kohlenstoffquelle von Fgra verwendet werden. 


2. Vergdrung der optischen Antipoden der Pentosen. 

, Um das unterschiedliche Verhalten der optischen Antipoden der 
Pentosen zu untersuchen, wurden Versuche mit d- und 1-Xylose, bzw. 
|. und d-Arabinose durchgefiihrt. Abb. 2 zeigt eine Vergarung von 
d- und |-Xylose. 
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: Abb. 2. Vergiirung von d- und |-Xylose durch Fgra. 


Nach 27 Tagen wurde der Versuch abgebrochen und der vorhandene 
Athylalkohol bestimmt. Wahrend in dem Versuch mit d-Xylose etwa 
48%, des theoretischen Wertes gefunden wurden, kann sich infolge der 
sehr viel langsameren Vergérung der |-Xylose der entstandene Alkohol 
nicht ansammeln, sondern wird sofort dehydriert, so daB nach Abbrechen 
des Versuchs nur 1°, des theoretischen Alkoholwertes gefunden wurde. 
Die laufend durchgefiihrten py-Bestimmungen ergaben, dab das py 
des d-Xylosesubstrates waihrend der Gardauer fast unverandert blieb: 
es schwankte zwischen 4,8 und 5,0. Dagegen stieg das py im I-Xylose- 
i versuch allmahlich von 5,0 auf 6,0. 

Im Gegensatz zu FIB und Fox wird X ylose von Fgra phosphoryliert. 
Es ergibt sich fiir d- und |-Xylose ein durchschnittlicher P-Schwund 
i von 8 bis 9%. 


Tabelle Il, Phosphorylierung von d- und |-Xylose durch Fgra. 








q : d-Xylose 1-Xylose 
i : Datum p Hoéchstwert der 1p Hoéchstwert der 
i mg Phosphorylierung as Phosphorylierung 
fe i | 
Po | 
a ‘2 17,2 17,5 
i; ae 17,1 17,5 
i 16. XI. 15,8 8,14 % 15,9 9,15 % 
i 18. XI. 17,1 17,5 
if 22. XI. 15,9 16,1 
i i 26. XI. 17,3 17,5 
ie 30. XI. 17,2 17,5 
i. | 4. XII. 17,2 17,5 
4 Endalkoholbestimmungen: d-Xylose 140 mg, I-Xylose 3,6 mg. 


} Ebenso wie von FiB. Vgl. F. F. Noid, Protoplasma 2, 303; 1927. 
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In friiheren Versuchen mit FIB wurde aber abweichend von den 
hiesigen in einer 10fachen P-Konzentration gearbeitet. Es schien uns 
zweckmaBig, diese Beobachtung durch vergleichende Phosphorylierungs- 
versuche mit Fgra und FIB bei beiden P-Konzentrationen nachzupriifen. 
Es wurden folgende Nahrlésungen verwendet: 

100 cem Wasser, 
2 g d-Xylose, 
0,02 g Asparagin, 
0,14 g bzw. 1,82 KH,PO,. 


Die Ergebnisse zeigen folgende Tabellen: 


Tabelle III. Phosphorylierung von d-Xylose bei verschiedenen 
P-Konzentrationen. 

Versuch | und 2: 0,14 g Phosphat; Versuch 3 und 4: 1,8 g Phosphat. Impf- 

material: Einige Mycelfiden einer 14 Tage alten Fgra-Glucosekultur. 





ing P 
Datum = omens te —— - " — acme 28 
I II Iil IV 

13. I 16,64 16,64 200,4 200,4 
14. I 15,95 15,89 200,4 200,6 
15. I 16,13 15,89 195,4 194,8 
> a 16,04 15,42 200,1 194,6 
19. I. 15,57 15,33 195,4 200,4 
ie | 16,40 16,74 200,4 200,4 
24. I 16,23 16,16 201,2 198,2 
28. I 16,84 17,02 201,2 201,0 
5. II 16,84 17,02 203,0 | 203,0 

6,43 % 7,86 °%, 2,5 % 2,89 % P-Schwund 


Tabelle IV. Phosphorylierung von d-Xylose bei verschiedenen 
P-Konzentrationen. 
Versuch | und 2: 0,14g Phosphat; Versuch 3 und 4: 1,8g Phosphat. Impf- 
material: Mycelfaden aus einer 14 Tage alten FIB-Starkekultur. 





mg P 

Datum - nome ™ 

1 Il lil IV 
i i. 16,06 16,06 201 201 
14. I. 15,79 15,79 201 201 
16. I. 16,06 16,06 201 201 
aa e 15,50 15,50 201 201 
19. I. 16,06 15,79 201 201 
| eB 16,06 16,06 201,5 201,2 
24. I. 16,26 16,26 201,2 201,2 
28. I. 16,26 16,36 202,2 202,5 
5. II. 16,60 16,55 204 205 

3,49 % 3,49 % 0% 0 °% P-Schwund 


Wie aus den Tabellen ersichtlich, bestatigte es sich, daB bei den 
hohen Phosphatkonzentrationen die Xylose von F1B nicht phosphoryliert 
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wird, hingegen zeigt sich in dem entsprechenden Versuch mit Fgr: 
ein P-Schwund von 2,5 bis 3°. Wahrend bei der geringen Phosphat 
konzentration Fgra einen P-Schwund bis fast 8 °/, verursacht, geht die 
Phosphorylierung durch FIB nur bis zu etwa 3,5%,. 


Fgra wuchs auf der 1,8°%,igen Phosphatlésung deutlich gehemmt 
bei FIB war dies nicht zu beobachten. Nach 23 Tagen wurden die 
Versuche abgebrochen und der Restzucker und der entstandene Athy. 
alkohol bestimmt. 


Tabelle V. Fgra. 





Rest- Verbrauchter Vorhandener Rest- Verbrauchter Vorhandener 





Nr zucker Zucker C,H;0OH NT. || gucker Zucker C(,H;0H 
1 119% 0,81%  0,222% 3 1,42% 0,58 % 0,191 % 
2 1,81%)| 0,699 0,218 % 4 |1,36% 0,64 % 0,202 %, 

Tabelle VI. FIB. 

Nr Rest- Verbrauchter | Vorhandener te Rest- Verbrauchter Vorhandener 

Bete zucker Zucker C,H; OH P zucker Zucker C,H;OH 
1 | 1,10%;| 0,90% | 0,206 % 3 1,24% 0,76%  0,171% 
2 105% 0,95% | 0,217% 4 118% 0,82% 0,180 % 


Aus den oben angefiihrten Zahlen ergibt sich, daB zwar die Ver- 
girung der Xylose durch Fgra etwas langsamer verlauft als durch 
FIB, daB aber der Unterschied nicht so groB ist, wie bei der Glucose- 
vergarung. Ferner scheint nach diesem Versuch das Phosphatesesystem 
in Fgra erheblich kraftiger zu sein als das von FIB, denn FIB phospho- 
ryliert bei der geringen Phosphatkonzentration die Xylose nur halb 
so stark. Durch die hohe Phosphatkonzentration wird in diesem Falle 
die Einstellung eines Gleichgewichts vollkommen verhindert. Die 
ermittelten Werte des Phosphorschwundes zeigen aber deutlich, dab 
trotz der nunmehr festgestellten Phosphorylierung der d-Xylose sowohl 
durch FIB als durch Fgra in keinem Falle die Garung durch eine Phos- 
phorylierung eingeleitet wird. 


0 





Abb. 3. Vergiirung von d- und |-Xylose durch Fgra. 1. bis 13. Tag ohne P, am 13. Tage 
Nachgabe von K H, PO,. 
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labelle VII. Phosphorylierung von d- und l-Xylose durch Fgra. 





&-Xytos 1-Xylose 
Datum } PAR YL ore oes ah ey aimee 
Hichstwert d > Kiéchstwert de 
\ me P Viewianviieune mg I Reser tres 

26. I. 17,77 17,77 

29. I. 15,70 11,38 % 17,69 0,5 % 

2. II. 17,57 17,77 

7. II. 17,77 17,77 

11. II. 17,77 17,77 


Endalkoholbestimmungen: d-Xylose 63,6 mg; I|-Xylose 16,6 mg. 





Tage 
Abb. 4. Vergiirung von d- und |-Xylose durch Fgra. 1. bis 13. Tag ohne P. am 18. Tage 
Nachgabe von Adenylsiure. 


Tabelle VIEI. Dephosphorylierung der Adenylsaiure durch Fgra 
i bei d- und |-Xylose. 





re 
: d-Xylose 1-Xylose d-Xylose 1-Xylose 
Datum ag P in ¥ Datum ae P on 
25. I. 7. Il. 13,36 12.88 
29. I. 6,95 11. II. 14,00 13,25 
2.11. 13,15 12,69 


Endalkoholbestimmungen: d-Xylose 58,9 mg; l-Xylose 20,2 mg. 


Die Abb. 3 und 4 zeigen den Verlauf des Wachstums von Fgra 
auf d- und |-Xylose in Abwesenheit von Phosphat. Die Vergirung geht 
sehr langsam und gehemmt vor sich, die Mycelbildung ist nur gering. 
Nach 13 Tagen wurden in je einen der Parallelversuche von d- und 
|-Xylose 70 mg anorganisches Phosphat, in die beiden anderen je 150 mg 
Muskeladenylsaure (als Na-Salz) nachgegeben. Dabei zeigte sich nun ein 
entgegengesetztes Verhalten der beiden optischen Antipoden der Xylose. 
Wie die Kurvenbilder zeigen, findet bei der d-Xylose ein deutlich ge- 
steigertes Wachstum nach der Zugabe von anorganischem Phosphat 
statt, waihrend die l-Xylose bald iiberhaupt aufhért zu giren. Hingegen 
bleibt bei der Nachgabe von Muskeladenylsaure die Garungsgeschwin- 
digkeit der d-Xylose ziemlich unverandert, waihrend bei der |-Xylose 
eine groBe Beschleunigung einsetzt. 

Bei beiden Xylosen verlauft die Dephosphorylierung der Muskel- 
adenylsaure fast gleich, wahrend im Falle der Nachgabe von anorgani- 
schem Phosphat bei der d- X ylose ein P-Schwund von 11,38 °, stattfindet, 
und die ]-Xylose kaum phosphoryliert wird. 
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3. Kohlenhydratabbau durch Fgra in Gegenwart von Blausdure. 


Bei l- und d-Arabinose als Substrat wurde der EinfluB von KCN 
auf die Umsetzungen durch Fgra untersucht. 


Tabelle IX. 
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Abb. 5. Vergiirung von l- und d-Arabinose dureh Fgra. 


Phosphorylierung von l-und d-Arabinose durch F gra. 





Datum 


3. 


6. 
11. 
15. 
20. 
24. 
29. 


XII. 
XII. 
XII. 
XII. 
XII. 
XII. 
XII. 


1-Arabinose 





mg P 


18,61 
17,86 
17,10 
16,92 
17,67 
17,20 
17,86 


Héchstwert der 
Phosphorylierung 


9,07 °, 


d-Arabinose 


mg P 


18,05 
16,83 
17,20 
16,74 
16,74 
17,67 


18,05 


Héchstwert der 
Phosphorylierung 


7,26 % 


Endalkoholbestimmungen: ]-Arabinose 12,6 mg; d-Arabinose 10,8 mg. 


Abb. 6. 
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Vergiirung von |- und d-Arabinose durch Fgra. 


Am 4. Tage Zugabe von m/100 KCN 


in Gegenwart von KCN. 


Tabelle X. Phosphorylierung von 1- und d-Arabinose durch Fgra 





d-Arabinose 





Datum 


1-Arabinose 





Hochstwert der 





9 


fi ‘ o£ 
‘: 


= 


4 6. 
a 10. 
: 14. 
j 18. 
ie oe 
28. 


XII. 
XII. 
XII. 
XII. 
XII. 


XII. 


18,20 
18,05 


17,10 
17,76 
17,76 
18,70 


Phosphorylierung 


6,02 % 


mg P Hoéchstwert der 


Phosphorylierung 
16,92 
15,23 
15,13 9.98 % 
15,23 
16,64 


; Endalkoholbestimmungen: |-Arabinose 38,4 mg; d-Arabinose 12,6 mg 
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Abb. 5 zeigt den Verlauf der Vergairung von |- und d-Arabinose. 
Der Unterschied ist geringer als zwischen d- und |-Xylose (Abb. 2). 
Bei der Bestimmung des Gesamtalkohols am Ende des Versuchs ergab 
sich, daB bei l- und d-Arabinose fast der ganze entstandene Athylalkchol 
bereits dehydriert war. Abb. 6 zeigt dieselbe Vergirung in Gegenwart 
von m/100 KCN. Das KCN wurde am vierten Tage nach der Beimpfung 
hinzugefiigt. Nach jeder weiteren CO,-Entnahme wurden 2/, der anfang- 
lichen KCN-Menge in die Versuchslésung nachgegeben. Allem Anschein 
nach wird durch KCN die Zellvermehrung angeregt. Die CO,-Ent- 
wicklung wird starker. Die Geschwindigkeit der Vergarung der d-Arabi- 
nose unter Mitwirkung von HCN erreicht fast das Ausma®B einer nor- 
malen 1-Arabinosevergarung. Auf die Leistungen des Phosphatese- 
systems hat das Vorhandensein von KCN keinen EinfluB, wie der Ver- 
gleich der oben angefiihrten P-Werte zeigt. 

Bei der Bestimmung des Gesamtalkohols am Ende des Versuchs 
zeigte sich, daB zum gleichen Zeitpunkt im |-Arabinoseversuch ein 
deutlich héherer Alkoholwert gefunden wurde als in Abwesenheit 
von KCN. Es lag nun nahe, den EinfluB von KCN auf die Alkohol- 
dehydrierung weiter zu verfolgen. Zu diesem Zwecke wurden gréBere 
Versuchsansitze gemacht, um durch laufende Alkoholbestimmungen 
den Gang der Bildung und Dehydrierung des Alkohols zu beobachten. 

Zu allen folgenden Versuchen wurden in groBen Fernbach-Kolben 
500 cem der entsprechenden 2° igen Kohlenhydratlésung angesetzt. Die 
Zusammensetzung der Nahrlésung war stets folgende: 

500 cem Wasser, 
10 g Kohlenhydrat, 
0,1 g Asparagin, 
04g MgSO,.7H,0, 
0,7g¢ KH,PO,. 

Es wurden 25cem der Nahrlésung zur Probeentnahme verwendet. 
Das Doppelte des gefundenen Wertes ergab also die Alkoholmenge, die 
1g Kohlenhydrat entspricht. Diese Werte sind fiir die Kurven verwendet 
worden. Stets wurde neben den KC N-haltigen Ansatzen unter den gleichen 
Bedingungen die Garung einer KCN-freien Zuckerlésung durch laufende 
Athylalkoholbestimmungen kontrolliert. 

Abb. 7 zeigt den Verlauf der Vergarung von |-Arabinose in Gegen- 
wart von m/200 KCN und als Vergleich die Vergarung von |-Arabinose 
ohne KCN. Nach jeder Probeentnahme wurden ?/, der anfanglichen 
KCN-Menge zugegeben, geimpft wurde mit einigen Mycelfaden 
aus einer 14 Tage alten Glucosekultur. Am vierten Tage nach dem 
Impfen wurden in den einen der beiden Versuchskolben 160 mg KCN 
gegeben. Es hat sich gezeigt, dab eine Zugabe von KCN gleichzeitig! 


1 Uber ahnliche Erfahrungen mit Cl. acetobutyl. berichten Simon und 
Weizmann (Enzymologia 4, 181, 1937). 
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mit dem Impfen das Wachstum des Pilzes vollstiéndig hemmt. Es muf 
schon eine gewisse Menge Mycel vorhanden sein, ehe es zweckmabig 
ist, das KCN einwirken zu lassen. Die Versuche wurden iiber einen 
Zeitraum von 46 Tagen kontrolliert. Wahrend in dieser Zeit bei der 
einfachen Arabinosevergérung erst 50°, des vorhanden gewesenen 
Zuckers verbraucht waren, waren in dem KC N-haltigen Versuch bereits 
95°, der Arabinose vergoren. Nach 38 Tagen Gardauer sind in dem 
Blausiure enthaltenden Versuch 41,4°, des theoretisch médglichen 
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Abb. 7. Vergiirung von 1l-Arabinose (2 °/)) durch Fgra in Gegenwart von m/200 KCN. 


Alkoholwertes vorhanden, wahrend der Héchstalkoholwert in dem 
Vergleichsversuch nur 18°, des theoretischen Wertes erreicht. Diese 
Beobachtung kénnte einen hemmenden EinfluB der Blausdéure auf das 
Dehydrasesystem vermuten lassen. Wie aus den folgenden Versuchen 
jedoch eindeutig hervorgeht, ist dies nicht der Fall. Im Gegenteil: 
Das KCN verursacht eine starke Vermehrung des Mycels und dadurch 
eine Beschleunigung der Vergirung. Unter normalen Bedingungen 
vergart die Arabinose so langsam, daf sogar die Alkoholdehydrierung 
rascher erfolgt: Es kann also nie zu einer Anhaufung des entstandenen 
Alkohols kommen. 
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Abb. 8. Vergiirung von d-Arabinose (2 °/9) durch Fgra in Gegenwart von m/300 KCN, 


Abb. 8 gibt das Bild einer d-Arabinosevergirung wieder. In 
46 Tagen werden ohne KC N-Zusatz 25°, der Arabinose, mit K C N-Zusatz 
hingegen bereits 70 °,, der vorhanden gewesenen d-Arabinose verbraucht. 
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Die héchsten Alkoholwerte erreichen 18°, des theoretischen Wertes 
in dem KCN-Versuch, aber nur etwa 6° bei der normalen Vergarung. 


Abb. 9 stellt den Verlauf einer d-Xylosevergiérung dar, gemessen 
an ihren Alkoholwerten. Geimpft wurde mit etwas Mycel aus einer 
8 Tage alten Weizenkultur von Fgra. Nach 3 Tagen wurde m 100 KCN 
zugesetzt. Nach 12'Tagen wurde der Blausaureversuch abgebrochen. 
Die Zuckerbestimmung ergab, daB bereits 94°, der Xylose verbraucht 
waren, wahrend in dem Vergleichsversuch erst 30°,, abgebaut waren, 
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Abb. 9. Vergiirung von d-Xylose (29/9) durch Fgra in Gegenwart von m/100 KCN 


Der Vergleichsversuch wurde noch bis zum 53. Tage weiter verfolgt. 
Hier zeigt sich nun ganz deutlich, daB es sich bei der Blauséureeinwirkung 
um keine Hemmung der Dehydrase, sondern um eine Garbeschleunigung 
handelt. 19 Tage spéter erreichte der Alkoholwert in dem Vergleichs- 
versuch dieselbe Héhe wie in dem KCN-haltigen Versuch, etwa 60 %, des 
theoretischen Wertes. Da es sich nun herausgestellt hatte, daB das 
KCN den Stoffwechsel in keiner Weise biochemisch zu steuern vermag, 
ist der SchluB berechtigt, daB die Nachgabe von KCN in den Versuchen 
iiberfliissig war. An Glucose als Substrat wurde festgestellt, da schon 
eine einmalige Zugabe von KCN * geniigt, um dieselbe Beschleunigung 
hervorzurufen. 


Abb. 10 zeigt das Bild einer Glucosevergérung mit m/100 KCN 
bzw. m/200 KCN und ohne KCN-Zusatz. Es wurden wieder nach jeder 


* Technisches Schmelzcyanid mit etwa 47,71 °, NaC N-Gehalt, das wir 
dem Centrallaboratorium der Bayer. Stickstoffwerke A.-G. verdanken, 
weist eine noch um etwa 25°, starkere Wirkung auf. 








ig 
y 
a 


ie 
fF 
‘3 
fg 


os se ygenmpetes Se 





196 E. Dammann, O. T. Rotini u. F. F. Nord: 


Probeentnahme 2), des KCN nachgegeben. Am fiinften Tage wurd 
KCN in die beiden ersten Versuche gegeben. Am 15. Tage wurden 
Zuckerbestimmungen ausgefiihrt. Wahrend in dem Versuch mit m/100 
KCN der Zucker schon vollstandig vergoren war, waren in dem Versuch 
mit m/200 KCN noch 3%, in den blausdurefreien noch 42,5°, Zucker 

vorhanden. 70 ° Alkohol 








a” — Se 3 ausbeute wurden nach 
7) J einander in allen Ver 
tia | suchen erreicht, und zwar 
12 bis 14 Tage spater in 

500 t dem KC N-freien Versuch. 

200 | Abb. 11. stellt den 

\ Ablauf desselben  Ver- 

a0 ‘ suchs, aber ohne jegliche 

20 |\ Nachgabe von KCN, et- 
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- | sind namlich noch zwei 

200 Versuche mit m/300 und 
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m/500 KCN einge- 
schaltet. Wie aus dem 
{ Verlauf der Kurven er- 
sichtlich ist, hat der Fort- 
fall der KC N-Nachgabe. 
t wie zu erwarten war, die 
einmal eingesetzte Gar- 
beschleunigung nicht be- 
eintrachtigt. m/500 KCN 
| ist jedoch in der Wir- 
* kung schwacher als 
m/100 KCN. Ein wei- 
terer Beweis dafiir, dab 
das KCN nur eine phy- 
6 DMB i, ly, siologische (d. h. Zell- 
Abb. 10. Vergiirung von Glucose (2°/,) durch Fgra in vermehrung steigernde) 
Gegenwart von K CN (wiederholte Nachgabe). (Abb. 12) Wirkung hat. 

Noch vorhandener Zucker am 15. Tage nach der Beimpfung: 5 . 
0,06 9/9. SROs. SAV ECN OSE Oy. ist die Beobachtung, dal 
keinerlei_ morphologische 














Veranderung an dem Mycel, das in einem blausaurehaltigen Milieu ge- 
wachsen war (Abb. 13 und 14), festzustellen ist. DaB die Blausaure 
nicht durch Beeinflussung der Enzymwirkung eine Umschaltung des 
Stoffwechsels von Fgra bewirkt, geht auch aus dem unveranderten 
Nachweis der auf 8.187 mitgeteilten Umsetzungsprodukte in Gegen- 
wart von HCN hervor. 























_ 400,-— - ———$——$ — 
La] j 
= 380 
Li 3 
ani 360 | 
MW) 
340 
e! 320 | 
| 
| | 
300 
h | 
r 280 
, r 260 : 
in 
h 240 + 
~*~ 
on 220 | . 
r. | 
he 200 
t- 180 
Ns 
160 
el 
1d 140 % 
e- 
120 | 
m 
r- 100 
| 
t- 50 
e. 
ie 60 
| 
r- 40 | 
a: 
N ” | 
" | 











st ¢ @Q tenass 8 
Is Tage 


Abb.11. Vergiirung von Glucose (2% ) durch Fgra in Gegenwart von KCN (einmalige Zugabe). 








Abb. 12. Dichte des Mycels, links: ohne, rechts: mit KCN. 
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Abb. 13. Mycel von Fgra aus einer Glucosekultur. (500  Vergr.) 





Abb. 14. Mycel von Fgra aus einer blausiiurehaltigen Glucosekultur. (500 < Vergr.) 


1. Vergleich der Wirkung von Blausdure und Vitamin B, auf den 
Kohlenhydratabbau durch Fra. 

Um die Beobachtung, daB es sich bei der Blauséurewirkung um eine 
Vermehrung des Mycels handelt, zahlenmaBig zu belegen, wurden 
12 Kolben mit je 100 ccm einer 2%, igen Glucosenahrlésung mit Sporen- 
lésung von Fgra aus einer 8 Tage alten Glucosekultur geimpft und 4 Tage 
bei 28°C aufbewahrt. Sechs dieser Versuchslésungen wurden dann 
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mit KCN versetzt, und zwar je zwei mit m/100, m/200 und m/300 KCN, 
Nach 5 Tagen wurden von den blauséurehaltigen Parallelversuchen 
je einer und drei von den blausadurefreien Versuchen abgebrochen und 
die Mycelgewichte und der Restzuckergehalt bestimmt. Vier Tage 
spater wurden die iibrigen Versuche aufgearbeitet. 


labelle XI. Mycelgewichts-und Restzuckergehaltsbestimmungen. 


Versuche 1 bis 3 ohne KCN-Zusatz, Versuch 4 mit m/100, Versuch 5 mit 
m/200, Versuch 6 mit m 300 KCN-Zusatz. 





a Mycelgewicht — ms Mycelgewieht | — 
mg 99 mg 9/5 

A. 9% Tage nach der Beimpfung. B. 13 Tage nach der Beimpfung. 
1 55,0 1,57 1 59,7 1,00 
2 52,4 1,48 2 68,0 1,00 
Fs 57,0 1,40 3 70,0 1,00 
4 90,5 1,08 4 167,2 0,00 
5 100,0 1,00 5 130,4 0,00 
6 \ 98,3 0,92 6 it 120,8 | 0,00 





Wie aus Tabelle XI zu ersehen ist, steigen die Mycelgewichte 
in den in Gegenwart von HCN durchgefiihrten Versuchen erheblich an 
und der Zuckergehalt sinkt rascher. Wahrend in den blausdurefreien 
Versuchen 13 Tage nach der Impfung noch 50°, der urspriinglich zu- 
gesetzten Zuckermenge vorhanden ist, ist der Zucker in den blausdure- 
haltigen Versuchen bereits véllig verbraucht. Schon 5 Tage nach der 
KC N-Zugabe ist der Unterschied sehr deutlich: Etwa 75°, des Anfangs- 
wertes sind in den KCN-freien Versuchen noch anwesend, und in den 
KCN-haltigen nur noch etwa 50°). Die Mycelmenge steigt bis auf 
das Zweieinhalbfache der in den KCN-freien Versuchen an. 

Im Gegensatz zur Blausiurewirkung zeigt sich in den Garversucken, 
die unter Zusatz von synthetischem Vitamin B, ausgefiihrt wurden, 
keinerlei Veranderung des Mycelgewichts. Dennoch erfolgt auch hier 
die Vergirung rascher: 


Tabelle XII. Mycelgewichts- und Restzuckergehalts- 
bestimmungen. 
Versuch | ohne Vitamin B,-Zusatz, Versuch 2 mit 100; Vitamin B,-Zusatz 
auf 100 cem Glucosendhrlésung. 


21 Tage nach der Beimpfung. 





Nr Mycelgewicht Restzuckergehalt 
ee mg %g 
1 62,0 0,48 


2 60,2 0,00 
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Abb. 15 stellt den Verlauf einer Glucosegiérung dar unter Zusatz 
von 500 bzw. 250» Vitamin B, auf 500 cem der Nahrlésung. Auch 
hier findet genau wie bei den blausdurehaltigen Versuchen eine raschere 
Ansammlung von Athylalkohol statt. Bei den beiden gewahlten 
Vitaminkonzentrationen ist kein Unterschied zu bemerken. Da hier 
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Abb. 15. Vergirung von Glucose (2/9) durch 
Fgra in Gegenwart von Vitamin B,. 
Noch vorhandener Zucker am 22. Tage nach der 
Beimpfung: 
——=— 0,09/0, —-—- 0,6%p. 


kein vermehrtes Mycelwachstum 
zu beobachten ist, diirfte es sich 
im Gegensatz zur Blausdiure um 
eine auf die enzymatische Tatig- 
keit gerichtete Wirkung handeln. 


Fiir die Férderung dieser Un 
tersuchung sei der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft und dem 
Reichskuratorium fiir Technik in 
der Landwirtschaft aufrichtig ge- 
dankt. Fiir die Uberlassung von 
synth. Vitamin B, und von Photo 
material sind wir der I. G. Farben- 
industrie <A.-G., Pharma-Biiro, 
Berlin und Werk AGFA sehr ver- 
bunden. Die eine von uns (Els¢ 
Dammann) dankt der Deutschen 
Forschungsgemeinsechaft und der 
andere (O. T. Rotini) der Fonda- 
zione Candiani der kgl. Universitat 
in Milano fiir ein Stipendium. 


Erérterung und Zusammenfassung. 


Das Studium des Mechanis- 
mus der Blausdurewirkung auf 
enzymatische Vorgainge weist in 
den letzten 15 Jahren u.a. fol- 
gende Abstufungen auf: 


1. O. Warburg! postuliert : 
..Die entwickelte Auffassung fiihrt 
zu einer praziseren Vorstellung 
iiber die Wirkungsweise der Blau- 
siure. Blausdure hemmt, indem 
sie sich an das Schwermetall an- 
lagert und dadurch die Bindung 
des Sauerstoffs an den Katalysator 
verhindert.** 


2. F. Kubowitz? schreibt u.a.: ,,So versteht man, warum es von den 
Endprodukten der Garung abhangt, wie empfindlich eine Garung gegen 


Blausaure ist.‘ 


3. L. B. Pett® weist darauf hin, daB: ,,Especially must be revised the 
narrow view that respiration is invariably CN-sensitive and that this 


1 Diese Zeitschr. 136, 269, 1923. 
chem. J. 80, 1438, 1936. 


-2 Ebenda 274, 294, 1934. — * Bio- 
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sensitivity is a result of specific action on certain enzyme systems, remote 
from all other possible effects.‘ 

4. SchlieBlich sagt J. B.S. Haldane': ,,Cyanide and mercuric salts 
affect so many enzymes that no very clear analysis is possible.‘ 

Wie dem auch immer sei, man konnte sich verleitet sehen, an- 
zunehmen, daB die Blausdiure eine starke Affinitat zum Katalysator 
im Wege der aktiven Zentren seiner Oberfliche hat, wodurch eine Um- 
schaltung im weitesten Sinne des Wortes zustande kommen kénnte. 
Auf Grund der hier mitgeteilten Versuche mit dem Enzymsystem 
von Fgra kénnen wir uns in diesem Falle einer solchen Deutung nicht 
anschlieBen. Unabhangig von der bisher nicht naher charakterisierten 
chemischen Natur der Dehydrasen von Fgra ist aus unseren Versuchen 
zu entnehmen, daB HCN in keiner der zur Anwendung gelangten 
Konzentrationen auch nur die geringste Hemmung bewirkt hatte. Es 
ist auch keine Beschleunigung im Sinne der Kinetik einer Enzym- 
reaktion zu beobachten oder nachzuweisen gewesen. Die vorgelegten 
Bilanzen der in den gleichen Zeiteinheiten gemessenen und qualitativ 
immer gleich gebliebenen Reaktionsprodukte bzw. die Mycelgewichte 
besagen nicht mehr und nicht weniger, als da8 die Blausaure in den dar- 
gebotenen Konzentrationen die Regeneration der Zellen, ohne morpho- 
logische Verainderungen hervorzurufen, beschleunigt und so bei gleich 
gebliebentr Substratmenge in der Zeiteinheit eine gréBere umsetzungs- 
bereite Enzymoberfliche zur Verfiigung stellt. 


In der Literatur iiber die Erforschung des Mechanismus der Blau- 
sdurewirkung war eine mit unseren Beobachtungen sinngemaB iiberein- 
stimmende Steigerung nur bei B. Xylinum aufzufinden?. Es mége 
jedoch dahingestellt bleiben, ob die dort als Erklarung gegebene be- 
sondere Reaktion mit der Cellulosemembran mit der derzeitigen Auf- 
fassung von der Konstitution der Zellmembran® in Einklang zu bringen 
ist. Vielmehr kénnte in Ubereinstimmung mit unseren alteren Befunden 4 
iiber den EinfluB8 ungesattigter Kohlenwasserstoffe auf verschiedene 
Systeme auch im Falle von Fgra, zum anderen Teil eine Steigerung 
der Zellpermeabilitaét innerhalb der unschadlichen Phase als Folge 
der Blausiurewirkung eingetreten sein. DaB es sich im Falle der Blau- 
siurewirkung um eine Férderung der Zellvermehrung und nicht eigentlich 
um eine Veranderung der Reaktionskinetik im positiven oder negativen 
Sinne handeln kann, geht u.a. auch eindeutig aus der Bilanz der 
Arabinosevergarung durch Fgra hervor, bei welcher die Geschwindig- 
keit des zymatischen Abbaues und der Dehydrierung des Alkohols 


1 Perspectives in Biochemistry 8. 2. Cambridge 1937. —- * M. Cozie, 
Rev. général Botanique 46, 337 (8. Abschnitt) 1934. —- * W. Stiles, Trans- 
actions Faraday Society 38, 923, 1937. — 4‘ F. F. Nord, Ergebn. d. En- 


zymforsch. 1, 87, 1932. Australian J. exp. Biol. and med. Sciences 14, 
131, 1936. 
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in Abwesenheit von Blausdure praktisch gleich ist, wogegen bei An- 
wesenheit von Blausdure infolge erhéhter (gewogener) Mycelmenge 
der Alkohol bis zu 40%, der umgesetzten Zuckermenge angesammelt 
werden kann. Dabei ist es nach allen bisherigen Erfahrungen, auch 
mit FIB und Fox, wahrscheinlich, daB die Fabigkeit zu den De- 
hydrierungen in jiingeren Stadien des Zellwachstums starker hervor- 
tritt und spater eine Alkoholansammlung erméglicht wird. 

Im Gegensatz zu der Wirkungsweise der Blausdiure scheint der 
EinfluB von Vitamin B,, dessen Pyrophosphatverbindung die Av- 
hagensche! Cocarboxylase darstellt, unmittelbar auf die enzyma- 
tische Tatigkeit gerichtet zu sein. Bei gleichbleibender Mycelmenge* 
ist im Falle der Glykose als Substrat eine raschere Ansammlung 
von Alkohol zu beobachten. Dieses Verhalten diirfte die SchluBfolgerung 
von Peters® bzw. Lipmann® stiitzen, nach welcher das Vitamin B, u. a. 
die Aufgabe hat, die enzymatische Umsetzung der Brenztraubensaure 
zu beeinflussen. Es erginzt aber auch sinngemaf unsere friiheren 
Befunde, da die festgestellte Steigerung enzymatischer Tatigkeit 
auch hier nicht** durch eine Phosphatiibertragung auf das Substrat 
zustande kommt. 

Bereits in unserer friiher® mitgeteilten Phasenfolge der Dehy- 
drierung des Alkohols mittels FIB war der A pfelsaure hinter der Essig- 
bzw. Bernsteinsaure eine zentrale Rolle zugewiesen. Es ist daher wahr- 
scheinlich, daB die von uns nunmehr nachgewiesene Apfelsiure die 
Schliisselsubstanz fiir die gleichfalls nachgewiesene Citronensdure im 
Zusammenhang mit der Essigséure darstellt®. Es scheint demnach, 
daB abweichend von den Erfahrungen von Walker und Mitarbeitern ‘ 
mit Aspergillus niger im Falle von Fgra, die Bildung von Citronensaure 
infolge des Nachweises der Apfelsiure die Stufe des Athylalkohols 
durchlaufen muB. Die Oxalsiure konnte bei unserem Stamm mit 
Sicherheit, aber nur am Anfang des Garverlaufs nachgewiesen werden. 

Bemerkenswert erscheint auch ein immer wieder feststellbar ge- 
wesener Unterschied in der Vergirungsgeschwindigkeit zugunsten der 
in der Natur vorkommenden Pentosen. 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 204, 149, 1932, 209, 20, 1932. — * Diese 
Tatsache stimmt mit den Beobachtungen iiber die Wirkungsweise des Mg- 
Ions bei aspergillus niger von Butkevich u. Trofimova (C. r. acad. Science 
de ’U.R.8.8. 17, 221; 1937) iiberein. — * Current Science 5, 207, 1936. 
—- 4 Enzymologia 4, 65, 1937; vgl. auch R. R. Williams, Ergebn. d. 
Vitamin- u. Hormonforsch. 1, 260, 1938 bzw. C. A. Elvehjem u. Genossen, 
J. of biol. Chem. 123, 267, 1938. —- 44 Vgl. hierzu auch B.S. Gould, 
Biochem. J. 82, 797, 1938. — *° F. F. Nord, Naturwiss. 24, 763, 1936; 
Rotini, Dammann u. Nord, diese Zeitschr. 288, 416, 1936. —- § Vgl. Chrzaszez 
u. Zakomorny, ebenda 285, 348, 1936. — 7 Biochem. J. 31, 903, 1937. 
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Uber die Mikrobestimmung des Harnstoffs im Blute ohne 
Destillation und ohne Nesslerisation. 
Von I. Abelin. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Bern.) 
(Eingegangen am 23. April 1938.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Entsprechend der groBen praktischen Bedeutung der Blutharnstoff- 
bestimmung ist auch die Zahl der vorgeschlagenen Methoden sehr 
groB. Es wurde versucht, den Harnstoff aus dem eiweiBfreien Blut- 
filtrat mit Hilfe von Xanthydrol zu isolieren und als sog. Dixanthyl- 
harnstoff entweder gravimetrisch oder kolorimetrisch zu bestimmen (1), 
Das Verfahren ist aber zeitraubend und gibt nur bei Beriicksichtigung 
sehr vieler Einzelheiten vergleichbare Werte (2). Bei den allermeisten 
Methoden wird der Harnstoff zersetzt und es werden dann die Spaltungs- 
produkte, sei es N, NH, oder CO, quantitativ bestimmt. Die Hypo- 
bromitmethoden, welche den bei der Oxydation mit Brom frei werdenden 
Stickstoff messen, haben sich als sehr fehlerhaft erwiesen und sind 
heute fast ganz verlassen. In den allermeisten Fallen wird der Harnstoff 
auf fermentativem Wege mit Hilfe von Urease zerlegt und entweder 
die entwickelte Kohlensiure manometrisch gemessen [van Slyke (3)] 
oder aber das entwickelte Ammoniak titrimetrisch oder kolorimetrisch 
bestimmt. Das Freimachen des Ammoniaks erfolgt gewéhnlich durch 
Durchleiten von Luft bei Zimmertemperatur und erfordert recht viel 
Sorgfalt. Aus diesem Grunde verzichten viele Autoren auf eine Destillation 
des Ammoniaks und suchen dasselbe in der urspriinglichen Reaktions- 
lésung mit Hilfe der sogenannten Nesslerisation zu erfassen [Fein- 
blatt (4), Karr (5) u. v. a.]. Doch tauchen auch hier erhebliche Schwierig- 
keiten auf, indem sich das mit dem Nessler-Reagens versetzte Blut- 
filtrat rasch triibt und den kolorimetrischen Vergleich unsicher macht. 
Es wurde nun vorgeschlagen, durch Zugabe eines Schutzkolloids vom 
Typus des Gummi arabicums diese Triibung zu verhindern [Looney (6) 
u.a.]. Richtiger scheint der Gedanke, die Ursache der Triibung zu 
beseitigen. Nach den Erfahrungen von J. F. Barrett (7) beruht die 
Triibung auf einer sekundaren Reaktion zwischen dem Nessler-Reagens 
und den reduzierenden Substanzen des Blutfiltrats, z.B. Zucker, 
Harnsaure, Kreatinin. Barrett zerst6rt daher vorerst alle diese Substanzen 
durch Hypochlorit und gibt erst dann das Nessler-Reagens hinzu. Auf 
diese Weise soll die Genauigkeit der Harnstoffbestimmung bedeutend 
erhéht werden. 

Es sei hier auf ein neues Verfahren der Mikroharnstoffbestimmung 
aufmerksam gemacht, welches in bezug auf Einfachheit und Zuver- 
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lassigkeit viele andere Methoden iibertrifft. Die Methode stammt von 
E. J. Conway (8) und es wird dabei ebenso wie bei den meisten neueren 
Vorschriften die Urease als Spaltungsferment benititzt. Conway laBt aber 
das Ammoniak durch bloBe Vorlage von Saure bei Zimmertemperatur 
absorbieren. Die Apparatur ist sehr einfach. Sie besteht aus einer 
flachen Glasschale vom Typus der sogenannten Petri-Schale. Die 
Schale ist durch einen Ring in der Mitte in zwei Raume geteilt: in 
einen inneren breiten und in einen auBeren schmalen Raum (s. Abb. 1). 
In den inneren Raum kommt die Saure, in den 
auBeren Raum das Blut, die Urease und nach 
einiger Zeit eine gesittigte Kaliumcarbonat- 
lésung. Das entweichende Ammoniak wird 
von der Saureoberfliche mit groBer Schnellig- 
keit aufgenommen. Nach 1!/,stiindigem Stehen 
wird die durch das NH, nicht gebundene 
Sauremenge durch Alkalititration bestimmt. 
Dieses Prinzip der Ammoniakabsorption durch 
eine breite Saureoberfliche scheint vor der 











Abb. 1. Glasgefii8 nebst Glas- [infiihrung des Kjeldahl-Verfahrens weit ver- 
deckel fiir die Mikroharnstoff- . ° ° : . 

bestimmung. breitet gewesen zu sein, ist aber in Vergessen- 

heit geraten und wurde seitdem nur hie und 


da benutzt. Einer analogen Arbeitsweise bediente sich z. B. Durig (9), 


allerdings in einer nicht so praktischen Form wie heutzutage. Im 
Handbuch ,,Der Harn“ von C. Newberg (10) ist ein ahnliches Verfahren 
der Ammoniakbestimmung beschrieben. 

Obwohl man bei strenger Einhaltung der urspriinglichen Vor- 
schriften von Conway nach lingerer Ubung genaue Harnstoffwerte 
findet, muB die Methode doch als sehr subtil bezeichnet werden. Sie 
ist auch nicht frei von Nachteilen. Da der Harnstoff in 0,2 ccm Blut 
bestimmt wird, so sind die Ammoniak- und dementsprechend die 
verbrauchten Siuremengen sehr gering. Conway benutzt zur Absorp- 
tion des Ammoniaks eine 0,00667n Schwefelsiure und zur Riick- 
titration eine 0,00267 n Natronlauge. Als Indikator dient ein Gemisch 
von Methylrot und Methylenblau. Die Titration verlauft nur dann 
genau, wenn jede Spur von Kohlensaure beseitigt ist. Dies ist zwar 
erreichbar, erfordert aber eine besonders groBe Sorgfalt bei der Her- 
stellung und Aufbewahrung der Saéure- und Laugenlésungen. Schwer- 
wiegender ist ein anderer Nachteil. Die 0,00667 n Schwefelsiure kann 
natiirlich nur eine relativ 4uBerst geringe Ammoniakmenge absorbieren. 
Bei hohem Harnstoffgehalt erweist sich die vorgelegte Sauremenge als un- 
geniigend, eine Wiederholung der Analyse unter Benutzung einer starkeren 
Saure ist aber wegen eventuellem Materialmangel nicht immer méglich. 

Diese Nachteile und Fehlerquellen lassen sich auf Grund eigener 
Beobachtungen durch Anwendung von Borsdure als Absorptionsmittel 
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vermeiden. Auf die Vorteile der Benutzung der Borsaéure bei Ammoniak- 
bestimmungen hat bereits L. W. Winkler hingewiesen. Bei Mikro- 
ammoniakbestimmungen ist die Anwendung einer 2°%,igen Borsaure- 
lésung ebenfalls sehr empfehlenswert [vgl. C. Brecher (11)]. Die vor- 
gelegte Borsiuremenge reicht selbst bei zehnfach erhéhten Blutharn- 
stoffmengen aus; sie braucht nicht genau abgemessen zu werden. Die 
zeitraubende Einstellung der carbonatfreien 0,00267n Natronlauge 
fallt weg; an ihre Stelle tritt die n/100 Schwefelsdure, die relativ gut 
und lange Zeit haltbar ist. Der Hauptvorteil aber betrifft die viel 
genauere Titrationsméglichkeit. Das Ammoniak bildet mit der Bor- 
siure Ammoniumborat, welches dann mit n/100 HCl oder H,SO, 
unter Anwendung eines Mischindikators aus Methylrot und Methylen- 
blau zuriicktitriert wird. Dieser Indikator hat bei einem py 5,6 eine 
griine, bei einem py 5,3 bis 5,2 eine weinrote Farbe. Eine 2% ige Bor- 
siure mit dem py 5,2 bis 5,3 gibt daher mit diesem Indikator eine wein- 
rote Fairbung; eine Ammoniumboratlésung mit dem py 5,6 weist beim 
Versetzen mit dem Indikator eine griine Farbe auf. Solange noch 
Ammoniumborat in der Titrationsfliissigkeit vorhanden ist, bleibt die 
Lésung griin. Sobald aber das ganze Ammoniumborat in die Ammonium- 
chlorid- bzw. Ammoniumsulfatstufe tibergefiihrt wurde, bewirkt der 
nachste Tropfen n/100 Saure eine Erhéhung des py auf 5,3, wobei der 
Indikator ins Rot umschlagt. Bei dieser Arbeitsweise werden zwei 
Fehlerquellen abgeschwacht bzw. fast ganz ausgeschaltet: 1. Wird 
namlich als Absorptionsfliissigkeit nicht Borséiure, sondern eine auBerst 
verdiinnte Salz- oder Schwefelsiure benutzt, so kann bei der Riick- 
titration mit Alkali etwas Ammoniak frei werden; dasselbe vereinigt 
sich zum Teil mit der Kohlensaure und kann den Endpunkt der Titration 
stéren. 2. Noch wesentlicher ist die Ausschaltung der Lauge, welche 
die Hauptquelle der bei der Titration st6renden Kohlensaure darstellt. 
Wird die Lauge carbonathaltig, was manchmal unkontrollierbar ist, 
so setzt sich gegen Ende der Titration in der Nahe des Aquivalenz- 
punktes die n/100 Salz- oder Schwefelsiure mit dem Alkalicarbonat 
um, es entsteht freie Kohlensdure, welche die Erkennung des Umschlag- 
punktes des Indikators erschwert. Da die verbrauchten Mengen der 
n/100 Saure gewéhnlich sehr gering sind, so kénnen sich auf diese 
Weise erhebliche Fehler einschleichen. Durch die Benutzung von Bor- 
und Schwefel- oder Salzsiure und durch Verzicht auf die Anwendung 
von Lauge wird die Sicherheit der Analyse erhéht. 


Experimenteller Teil. 
Erforderliche Apparatur und bendotigte Lésungen. 


1. Apparatur. Die speziell gebaute Doppelkammer mit Glasdeckel (vgl. 
Abb. 1) kann von A. Gallenkamp & Co., Ltd., 17—29 Sun Street, Finsbury 
Sq., London, E. C. 2 bezogen werden. Eine sehr sorgfiltige Reinigung dieses 





206 I. Abelin: 


GlasgefaBes stellt eine wichtige Vorbedingung des Gelingens der Versuch: 
dar. Jede Spur von Saure oder Alkali mu8 ferngehalten werden. Di: 
Schalen und ihre Glasdeckel werden zuerst in str6mendem Wasser seh: 
griindlich abgespiilt, darauf mit heiBem Wasser gewaschen, sehr oft mit 
destilliertem Wasser nachgespiilt und zuletzt getrocknet. Vorteilhafte: 
ist es, die Schalen vor jedem Gebrauch fiir 15 Minuten mit 0,005 n Schwefe!l 
siure zu fiillen, wodurch jede Spur von eventuell anhaftendem Ammoniak 
beseitigt wird. Darauf folgt die iibliche Reinigung zuerst mit Leitungs., 
dann mit destilliertem Wasser. Nach dem Trocknen an der Luft sind die 
Schalen gebrauchsfertig. Die Glasdeckel werden ebenfalls gewaschen, ye- 
trocknet und zur Erzielung eines dichten Abschlusses mit einem Gemisch 
aus festem und fliissigem Paraffin angestrichen. Dieses Gemisch wird durch 
Zusammenschmelzen von 50g festem Paraffin (Schmelzp. 46 bis 48°) und 
80 cem reinem Paraffinél gewonnen. 

Die zum Abmessen des Blutes benutzten Pipetten miissen genau 
kalibriert sein. 

2. Hine 2%ige Borsdéurelésung. Man verwende nur ,,acidum boricum 
pro analysi“. 

3. Eine n/100 Schwefelséure, hergestellt durch Verdiinnung von 1 cem 
n Schwefelsaure auf 100 ccm mit kohlenséurefreiem Wasser. Die Lésung wird 
in einer paraffinierten Flasche mit Natronkalkverschlu8 und einem Heber- 
rohr aus Jena- oder Pyrexglas atifbewahrt. Bei langerem Nichtgebrauch 
mu8 der Titer kontrolliert werden. Eine haufige Neuanfertigung der Lésung 
ist empfehlenswert. 

4. Ureaselésung. Als Ausgangsquelle dienen entweder Soja- bzw. 
,.Jackbohnen* (jack bean) oder nach neueren Angaben von M. Damodaran 
und P. M. Sivaramakrishnan die Kerne von Wassermelonen (Citrullus 
vulgaris). Aus diesem Material kénnen wirksame alkoholische oder glycerin- 
haltige Ausziige gewonnen werden [Folin und Svedberg, Koch, Schmidt 
u.a.]. Die Wirksamkeit dieser ureasehaltigen Extrakte mu8 aber jedes- 
mal mit Hilfe einer Harnstofflésung von bekanntem Gehalt kontrolliert 
werden. Bei den eigenen Versuchen wurden hochaktive standardisierte 
Ureasepraparate des Handels vorgezogen. 

Herstellung der Fermentlésung. 1 Volumen des Ureaseauszuges wird 
mit 1 Volumen Phosphatpuffer von py 7,1 und mit 8 Volumen destilliertem 
Wasser verdiinnt. Oder es werden 15 mg trockene Urease mit 2 ccm 
Phosphatpuffer py 7,1 und 3 ccm destilliertem Wasser vermischt. Die ver- 
diinnte Ureasesuspension ist im Eisschrank 1 bis 2 Tage haltbar. 

5. Phosphatpuffer von py 7,1. 27,231 g saures Kaliumphosphat werden 
in | Liter Wasser aufgelést. 50 cem dieser Lésung und 32,50 cem 0,2 n Na- 
triumhydroxydlésung werden gemischt und mit destilliertem Wasser auf 
200 ccm aufgefiillt; pa = 7,1. 

6. Eine gesittigte wisserige Lésung von Kaliumearbonat. 

7. Die Indikatorlésung. 100 cem einer 1°%igen alkoholischen Methy!- 
rotlésung werden mit 25 ccm einer 1 %igen alkoholischen Methylenblau- 
lésung gemischt. 1 Volumen dieser Stammlésung wird mit 1 Volumen 
Alkohol und mit 2 Volumen kohlensaéurefreiem Wasser verdiinnt. Die 
Lésung wird tropfenweise mit kohlenséurefreier n/100 Natronlauge versetzt 
bis die rote Farbe gerade verschwunden ist. Der so vorbereitete Indikator 
wird darauf im Verhaltnis von 1 zu 9 mit kohlenséurefreiem Wasser ver- 
diinnt. Gut verschlossen und dunkel aufbewahrt ist die Lésung einige 
Monate haltbar. 
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Gang der Analyse. Zu jedem Versuch werden vier gereinigte und 
getrocknete Glasschalen mit Doppelkammern benutzt. Sie werden 
mit Nr. 1, 2, 3 und 4 bezeichnet. Nr. 1 und 2 dienen der eigentlichen 
Blutanalyse, Nr. 3 und 4 der Kontrolle. 

In einem Reagensglas werdeii etwa 6 bis 8 ccm der 2° igen Bor- 
siurelésung 1 Minute lang gekocht. Von der noch warmen kohlensaure- 
freien Borsdurelésung wird mit Hilfe einer Glasspritze oder Pipette 
etwa 1 cem in die innere Kammer der Schale gebracht und mit einem 
Tropfen Indikator versetzt. Die Borsaure soll eine deutliche hellrote 
Farbe annehmen. Schlagt die Farbe in Griin um, so deutet dies auf 
eine ungeniigende Reinigung der Schale. Das entsprechende GefaiB 
wird dann ausgeschaltet. In die auBere Kammer werden 0,2 ccm Blut 
genau abgemessen und die Schale sofort mit dem Glasdeckel geschlossen. 
Man entfernt dann an einer Stelle den Glasdeckel, bringt schnell in die 
Nahe der Blutprobe die Ureaselésung und schlieBt wieder den Glasdeckel. 
Durch leichtes wiederholtes Neigen der Glasschale wird die Urease- 
lésung mit dem Blut gut gemischt und 15 bis 20 Minuten bei Zimmer- 
temperatur stehengelassen. Sind die Glasdeckel mit der Paraffin- 
mischung gut geschmiert, so geniigt die Abdichtung der Schale. Der 
Deckel kann aber auch nach Belieben beschwert werden. Nach Ablauf 
von einer Viertelstunde bis zu 20 Minuten wird der Glasdeckel wieder 


etwas zur Seite geschoben, in die auBere Kammer wird aus einem 


Glasrohr mit breiter Auslaufséffnung etwa 1 cem gesattigte Kalium- 
carbonatlésung hineingebracht. Die Glasschale wird sofort wieder 
geschlossen, der Inhalt der auBeren Kammer durch wiederholtes Neigen 
gut gemischt und fiir 1'/, Stunden bei Zimmertemperatur stehen- 
gelassen. In einer zweiten Schale werden zur Kontrolle 0,2 ccm Blut 
in ganz gleicher Weise behandelt. Die Glasschalen Nr. 3 und 4 dienen 
als Blindversuche und enthalten sonst alle Reagenzien, nur kommen 
an Stelle von 0,2 cem Blut 0,2 cem dest. Wasser. Durch das ausgetriebene 
Ammoniak farbt sich die Borsiurelésung Nr. 1 und 2 griinlich, in den 
Glasschalen Nr.3 und 4 soll die rétliche Farbe der Borsaurelésung 
bestehen bleiben. Ist auch hier ein Farbenumschlag nach Griin ein- 
getreten, so sind die Reagenzien ammoniakhaltig und unbrauchbar. 
Bei Benutzung analysenreiner Praparate und guter Ureaselésungen 
diirfte dies nur auBerst selten der Fall sein. Nach 1'/, Stunden wird 
die griinlich gefarbte Borsaiurelésung in den Schalen Nr. 1 und 2 aus 
einer in 1/199 geteilten Biirette mit der n/100 Schwefelsaure oder n/100 
Salzsiure bis zum Umschlag ins Rotliche titriert. Zum Vergleich kann 
der rote Farbton der Borséurelésung der KontrollgefaBe Nr.3 und 4 
dienen. Der Endpunkt der Titration ist gewéhnlich sehr scharf er- 
kennbar. Zur weiteren Sicherheit kann man gleichzeitig in einer Glas- 
schale Nr. 5 0,2 ccm einer Harnstofflésung von 40 mg-°%, analysieren. 
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Dadurch wird die Zuverlassigkeit des Ergebnisses ohne merkbare: 
Zeitaufwand wesentlich erhéht. 

Berechnung. Die Anzahl der bei der Titration gebrauchten ccm 
n/100 Schwefelsiure oder n/100 HCl, mal 150,15 gibt den Harnstoff 
gehalt des Blutes in mg-% an. 

Nach dieser Arbeitsweise wurden Harnstoffbestimmungen im Blute 
im Laufes eines Jahres mit gutem Erfolg durchgefiihrt. Die Doppel- 
analysen weichen gewohnlich nur unbedeutend ab. Uber die Zuver- 
lassigkeit der Methode orientieren folgende Ergebnisse sowie die zu 
verschiedenen Zeiten vorgenommenen Kontrollanalysen an reinen Harn- 
stofflésungen von 40 mg-%. 


Tabelle I. Harnstoffbestimmungen in 0,2 ccm Blut. 





| Harnstoft in mg-6/o Blut- | Harnstoff in mg-%o | pint. } 


Blut- Harnstoff in 1 mg-° 0 


probe 





i} 1} | : 
i Analyse 1 | Analyse 2 probe Analyse 1 | Analyse 2 probe |Analyse 1) Analyse 2 


—a == — —— 
{] | 


| 
| 38,89 38,92 | 31,53 31,53 | 11 30,30 30,30 
| 30,03 30,08 26,52 | 25,61 | 12 272,80 272,80 
| 15.10 15,10 150,15 150,21 | 13 | 21,17) 21,09 
42,04 42,07 40,54 40,47 | 14 | 28,68! 28,68 
18,91 18,87 || 28,53 | 28,30 








Tabelle IT. Kontrollharnstoffbestimmungen in 0,2 cem von 
Lésungen mit einem Gehalt.von 40 mg-% Harnstoff. 





Analyse 1) Analyse 2 | Analyse 1 | Analyse 2 | Analyse 1 | Analyse 2 | Analyse1 | Analyse 2 
mg-°/9 mg-9/9 mg-%/o | mg-/9 mg-°/9 mg-/9 mg-9/o mg-9/) 


39,78 | 


39,82 39,81 | 39,81 40,02 | 40,02 39,94 | 39,86 
40,05 40,08 39,92 39,89 40,11 40,00 39,96 39,90 


Zusammenfassung. 

1. Bei der Mikroharnstoffbestimmung in 0,2 ccm Blut ist die Destilla- 
tion des Ammoniaks oder die Anwendung des Nessler-Reagens entbehr- 
lich. Nach dem Verfahren von Conway lat sich das Ammoniak mit 
Leichtigkeit durch Diffusion absorbieren und dann quantitativ ermitteln. 

2. Die Anwendung von Borsiure zur Absorption des Ammoniaks 
vereinfacht die Arbeitsweise und erweitert die Anwendbarkeit der 
Methode. 
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Die Ultrafiltration als Modellversuch zum Nachweis der 
resorptionsférdernden Eigenschaft von Saponinen. 


Von 
Fritz Laseh, Wien. 
(Eingegangen am 28. April 1938.) 


Die Férderung der Resorption organischer und anorganischer Stoffe 
durch Saponine ist seit der grundlegenden Untersuchung von Kofler 
und Kaurek (1) Gegenstand umfassender Forschung geworden. Nachdem 
diese Autoren zeigen konnten, daB Saponine einen erhéhten Durchtritt 
von Curare und Digitalisstoffen durch die Darmwand beim Tier be- 
wirkten, konnte Lasch(2) dies auch fiir Calcium und Traubenzucker im 
Tierversuch und beim Menschen nachweisen. Lasch und Briigel (3) 
suchten diese Eigenschaft der Saponine fiir die perorale Verabreichung 
von Insulin heranzuziehen, konnten jedoch nur experimentelle, nicht 
jedoch therapeutisch brauchbare Ergebnisse erhalten. In letzter Zeit 
gelang es Roterg (4), die Strychninvergiftung beim Frosch durch Zusatz 
von Saponin durch die intakte Haut schon in kleinen Dosen und in 
verstarktem Grade hervorzurufen. Die resorptionsférdernde Eigen- 
schaft der Saponine diirfte nach den Befunden von Jakobi (5) in einer 
Verinderung der Lipoidmasse der Zellen zu suchen sein, da sie bei 
kleineren Dosen rasch voriibergehend ist (nur etwa 45 Minuten Dauer), 
was gegen eine dauernde anatomische Schadigung (Reizung, Ent- 
ziindung) zu sprechen scheint. Im Verlauf einer gr6Beren Untersuchungs- 
reihe iiber die Brauchbarkeit von verschiedenen Saponinen fiir die Er- 
héhung der Durchlassigkeit von organischen Stoffen wurde nun versucht, 
eine einfache, jederzeit leicht reproduzierbare und unabhangig von Tier- 
versuchen vorzunehmende Versuchsanordnung zu finden, um diese 
Eigenschaft der Saponine nachweisen zu kénnen. Wir gingen dabei vom 
alten Vorlesungsversuch aus, durch Saponinzusatz an Tierkohle ad- 
sorbiertes Methylenblau herauszulésen und im Filtrat nachzuweisen. 
Da es sich bei unseren Versuchen in erster Linie darum handelte, or- 
ganische, stickstoffhaltige Lésungen auf ihren vermehrten Durchtritt 
durch sonst eiweiBdichte Grenzflachen zu untersuchen, haben wir hierzu 
die Ultrafiltration herangezogen. Wir untersuchten namlich, ob eiweib- 
dichte Ultrafilter unter Zusatz von Saponin zu der zu filtrierenden 
Lésung mehr Stickstoff ins eiweiBfreie Ultrafiltrat durchlieBen als ohne 
Saponinbeigabe. Uber diese Untersuchungen soll im folgenden berichtet 
werden. 
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Methodik. 

Zur Ultrafiltration verwendeten wir die Ultrafiltergerate nach Bechhold 
Konig, wie sie von der Porzellanmanufaktur in Berlin erzeugt werden 
Wir nahmen solche von Ballonform und iiberzogen sie mit einer 10 %igen 
Eisessigkoilodiumlésung, wobei wir durch Koagulation im warmen Wasse: 
sehr gute Filtrationsgeschwindigkeiten erzielten. Diese Ultrafilter wurden 
unter Wasser mit Thymolzusatz bei Nichtgebrauch aufbewahrt und vo. 
jedem Versuch auf EiweiSdichte gepriift. Sie hielten auch Proteosen 
zuriick. Die Ultrafiltration selbst wurde mit einer Elektrosaugpumpe derart 
vorgenommen, da sie von auBen nach innen zu erfolgte, indem die Pumpe 
die zu filtrierende Lésung aus einem Becherglas, in welches das Ultrafilter 
eintauchte, ins Innere desselben saugte. Der Innenraum der Filter betrug 
etwa 100ccem. Hinsichtlich Herstellung und Ultrafiltration sei auf die 
Arbeiten von Bechhold und Gutlohn (6) verwiesen. 

Wir sind nun in den Versuchen derart vorgegangen, daB wir Tier- 
oder Menschenserum, dessen EiweiSkonzentration wir vorher durch 
Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl ermittelten, eine bestimmte Zeit 
ultrafiltrierten und dann Menge und Stickstoffgehalt des Ultrafiltrates 
und den Stickstoffgehalt des Serums am Ende dieser Periode neuerlich 
bestimmten. Dann wurde eine frische Portion des gleichen Serums, 
welches Saponin in verschiedener Konzentration enthielt, nachdem auch 
hiervon der EiweiBgehalt bestimmt worden war, neuerlich eine gleich 
lange Zeit ultrafiltriert und am Ende wieder Stickstoff und Menge des 
Filtrats sowie Stickstoff im Serum ermittelt. Zum SchluB wurde das 
gleiche Serum durch die entsprechende Zeit ohne Saponinzusatz ultra- 
filtriert und Stickstoff vorher, nachher und im Ultrafiltrat sowie dessen 
Menge bestimmt. Zwischen den einzelnen Versuchsperioden wurde der 
Ultrafilter durch kraftiges Abspiilen mit flie8endem Wasser und nach- 
heriges griindliches Waschen mit destilliertem Wasser auBen und innen 
gereinigt. — In einzelnen Versuchen haben wir auch das Filter zwischen 
den einzelnen Perioden durch lingeres Durchsdugen mit destilliertem 
Wasser besonders gereinigt, um jede Spur von Saponin darin zu ent- 
fernen. Andererseits haben wir die Ultrafilter in geainderter Versuchs- 
anordnung nach Ermittlung der Werte des Vorversuchs mit reinen 
Saponinlésungen (in dest. Wasser) durchgesaugt und dann nach kurzem 
Waschen auBen wieder nur reines Serum ultrafiltriert, um zu sehen, ob 
eine dauernde Veranderung des Filters durch dieses Verfahren zu er- 
reichen ist. Die Mehrzahl der Versuche haben wir aber in der zuerst an- 
gegebenen Anordnung ausgefiihrt, da wir auf diese Weise gleichmaBige 
und gut reproduzierte Ergebnisse erhielten. Nachstehend seien einige 
Versuche wiedergegeben. 


Versuch 1. (4. Januar 1938.) Menschenserum. 


a) Vorperiode, AuBenfliissigkeit 25 cem Serum. Dauer 2 Stunden. 
N-Gehalt des Serums zu Beginn 1331 mg-%%. 





Nachweis der resorptionsférdernden Eigenschaft von Saponinen. 211 


N-Gehalt des Serums am Ende 1448 mg-°,, daher plus 117 mg. 
N-Gehalt des Ultrafiltrats 6,33 mg-°%%, Menge 2,5 cem, insgesamt 15,80 mg. 


Hauptperiode. AuBenfliissigkeit 25cem Serum, enthaltend 1,0° 

Saponin p. a. Merck. Dauer 2 Stunden. 

N-Gehalt des Serums zu Beginn 1331 mg-%. 

N-Gehalt des Serums zu Ende 1891 mg-%, daher plus 560 mg. 

N-Gehalt des Ultrafiltrats 24,98 mg-%, Menge 5,0 ccm, insgesamt 
124,90 mg. 


Nachperiode. AuBenfliissigkeit 25 cem Serum. Dauer 2 Stunden. 
N-Gehalt des Serums zu Beginn 1331 mg-%. 

N-Gehalt des Serums am Ende 1401 mg-°%, daher plus 70,00 mg. 
N-Gehalt des Ultrafiltrats 9,34 mg-°%, Menge 3,0 cem, insgesamt 28,02 mg. 


Dieser Versuch zeigte also, daB bei Zusatz von Saponin zum Serum bei 
gleichem Anfangsgehalt an Stickstoff ungefaihr achtmal soviel Stickstoff 
durchs Ultrafilter ging als ohne Saponin. DaB es sich hierbei tatsachlich 
um einen vermehrten Durchtritt handelt, beweist auch die prozentuelle 
Zunahme des Stickstoffs im Ultrafiltrat, daB es nur zu einer voriiber- 
gehenden Veranderung an der Oberfliche des Filters gekommen war, 
zeigten die der Vorperiode nahezu gleichen Werte in der Nachperiode. 
Wir haben bei dieser Versuchsanordnung bei Zusatz von wirksamen 
Saponinen immer derartige Ergebnisse erhalten, wenn auch die absoluten 
Zahlen je nach Durchlassigkeit der Filter naturgema8 gewisse Unter- 
schiede aufwiesen. 


Im nachsten Versuch soll gezeigt werden, daB alle Saponine bei 
gleicher Konzentration nicht die gleiche resorptionsférdernde Wirkung 
in dieser Versuchsanordnung zeigten. 


Versuch 2. (5. Dezember 1937.) Pferdeserum. 


a) Vorperiode. AuBenfliissigkeit 25 ccm Serum. Dauer 90 Minuten. 
N-Gehalt des Serums zu Beginn 1200 mg-%. 
N-Gehalt des Serums am Ende 1290 mg-%, daher plus 90 mg. 
N-Gehalt des Ultrafiltrats 1,72 mg-%, Menge 7 cem, insgesamt 12,04 mq. 


Hauptperiode. AuBenfliissigkeit 25 cem Serum, enthaltend 0,5 Sarsa- 
parillasaponin. Dauer 90 Minuten. 

N-Gehalt des Serums zu Beginn 1200 mg-%. 

N-Gehalt des Serums am Ende 1300 mg-%, daher plus 100 mg. 

N-Gehalt des Ultrafiltrats 1,72 mg-%, Menge 7,5 cem, insgesamt 12,90 mg. 


Zwischenperiode. Auenfliissigkeit 25cem Serum. Dauer 90 Minuten. 
N-Gehalt des Serums zu Beginn 1200 mg-%. 

N-Gehalt des Serums am Ende 1280 mg-%, daher plus 80 mg. 
N-Gehalt des Ultrafiltrats 1,61 mg-°, Menge 7,0 cem, insgesamt 11,27 mg. 


Hauptperiode. AuBenfliissigkeit 25cem Serum, enthaltend 0,5% 
Saponin p. a. Merck. 

N-Gehalt des Serums zu Beginn 1200 mg-°%%. 

N-Gehalt des Serums am Ende 1500 mg-%, daher plus 300 mg. 

N-Gehalt des Ultrafiltrats, 2,12 mg-%, Menge 15 cem, insgesamt 31,80 mq. 
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e) Zwischenperiode. AuBenfliissigkeit 25cem Serum. Dauer 90 Minuten 
N-Gehalt des Serums zu Beginn 1200 mg-%. 
N-Gehalt des Serums am Ende 1300 mg-%, daher plus 100 mg. 
N-Gehalt des Ultrafiltrats 1,60 mg-°,, Menge 7,0 cem, insgesamt 11,20 mg. 


Hauptperiode. AuBenfliissigkeit 25 cem Serum, enthaltend 0,5°, 
Saponin p.a. Merck. 

N-Gehalt des Serums zu Beginn 1200 mg-%. 

N-Gehalt des Serums am Ende 1580 mg-%, daher plus 380 mg. 

N-Gehalt des Ultrafiltrats 2,38 mg-°,, Menge 16 cem, insgesamt 28,76 mg. 


Dieser Versuch zeigt also, daB die gleiche Konzentration Sarsapa- 
rillasaponin keine Steigerung des Stickstoffdurchtritts bewirkte im 
Gegensatz zu Saponin p. a. Merck. Dies steht auch in guter Uberein- 
stimmung mit dem auch mit den tibrigen Proben gefundenen Unter- 
schied zwischen den beiden Saponinen. Das Sarsaparillasaponin war 
in Schaumzahl, Methylenblauversuch und im Hamolyseversuch weit 
schwacher als Saponin Merck. Auch in klinischen Versuchen vermiBten 
wir bei gleicher Konzentration beim Sarsaparillasaponin eine Re- 
sorptionssteigerung, andererseits lag bei ihm die toxische Dosis auch 
wesentlich tiefer. 7 

Im nachsten Versuch soll zum SchluB noch gezeigt werden, daB es 
auch mit Vorbehandlung eines Ultrafilters mit einer Saponinlésung 
méglich ist, eine Erhéhung der Durchlassigkeit zu erzeugen. 


Versuch 8. (8. Januar 1938.) Pferdeserum. 


Vorperiode. AuBenfliissigkeit 25cem Serum. Dauer 2 Stunden. 
N-Gehalt des Serums zu Beginn 1366 mg-%. 
N-Gehalt des Serums am Ende 1475 mg-%, daher plus 109 mg. 
N-Gehalt des Ultrafiltrats 4,99 mg-%, Menge 4 ccm, insgesamt 19,96 mq. 


Dann wird eine 1 %ige Lésung von Saponin p. a. Merck in destilliertem 
Wasser 1 Stunde lang durch den Ultrafilter gesaugf. Dann wird der Filter 
innen griindlich ausgewaschen und seine auBere Oberflache mit destilliertem 
Wasser kurz abgespiilt. 


Hauptperiode. AuBenfliissigkeit 25 cem Serum, Dauer 2 Stunden. 
N-Gehalt des Serums zu Beginn 1366 mg-%. 
N-Gehalt des Serums am Ende 1856 mg-%, daher plus 490 mg. 
N-Gehalt des Ultrafiltrats 20,54 mg-%, Menge 6 ccm, insgesamt 123,24 mq. 


Diese hier mitgeteilten Versuchsbeispiele sind aus einer gréBeren 
Reihe von derartigen Untersuchungen entnommen und sollen nur 
zeigen, daB es auf diese Art méglich ist, gewisse noch ungeklarte Fragen 
der Resorptionsférderung einer Klarung zuzufiihren. Auf alle Fille 
glauben wir die resorptionsférdernde Eigenschaft bestimmter Saponine 
auf organische Substanzen eindeutig gezeigt zu haben. Weitere Ver- 
suche mit dieser Methode iiber die Férderung der Resorption von ein- 
zelnen EiweiBbestandteilen (Aminosauren, Peptide usw.) sind im Gange. 
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Zusammenfassung. 


Es wird gezeigt, daB es mit der Ultrafiltration méglich ist, unter 
Saponinzusatz zu der zu filtrierenden Fliissigkeit (Serum) mehr Stickstoff 
ins Ultrafiltrat zu bringen als ohne Saponin. Diese Eigenschaft der 
Saponine ist nur voriibergehend und durch Auswaschen des Filters 
riickgingig zu machen. Die Bedeutung der Saponine als resorptions- 
fordernde Substanzen konnte auf diese Weise auch fiir organische Stoffe 
dargetan werden. 
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Beitrige 
zur quantitativen fluoreszenzphotometrischen Mikroanalyse. 
IV. Mitteilung: 

Fluoreszenzphotometrische Bestimmung der Gallensiuren in Duodenalsaft, 

Fiazes und Organen. 

Von 

Harald Minibeck. 

(Aus der II. medizinischen Abteilung des Krankenhauses Wieden, Wien.) 


(Eingegangen am 23. April 1938.) 


Um in einheitlicher Weise in allen Ko6rperfliissigkeiten und Or- 
ganen die Gallensiuren quantitativ zu erfassen, wurde die Be- 
stimmung mit Hilfe der griinen Fluoreszenzreaktion, wie wir sie fiir 
Serum und Harn ausgearbeitet haben, auch in Duodenalsaft, Fazes und 
Organen angewandt. 


Wir haben in einer Arbeit (Fiirth und Minibeck) iiber die Gallen- 
siuren und die Fettresorption im Diinndarminhalt, ferner durch unsere 
Untersuchungen iiber die Mineral-und Gallenséurenbestandteile des Duodenal- 
saftes und bei unseren Beobachtungen iiber Gallenséuren in den Fazes und 
deren Beziehung zur Fettresorption Erfahrungen in der Bestimmbarkeit 
der Gallensiéuren sammeln kénnen. Wie seinerzeit ist auch bis zuletzt in 
der uns zur Verfiigung stehenden Literatur keine einheitlich fiir alle Medien 
verwendbare Methode zur spezifischen Bestimmung der Gallensaéuren mit- 
geteilt worden. 

Die Gallenséurenbestimmung im Duodenalsaft bedient sich grundsatz- 
lich verschiedener Verfahren, wie der Stalagmometrie, der Polarimetrie 
und Acidimetrie. Auch auf gravimetrischem und kolorimetrischem Wege 
wurde eine Bestimmung der Gallenséuren versucht. Die Einwande gegen 
diese Verfahren sind von Fiirth und Minibeck erwahnt. Zu ahnlichen Ergeb- 
nissen kommt Jenke in seinen interessanten Ausfiihrungen iiber den Gallen- 
saurenstoffwechsel. 

Bei den zahlreichen Bestimmungsmethoden, deren Grundlagen oft 
wenig fundiert sind, schwanken auch die Angaben tiber den Gallenséuren- 
gehalt im Duodenalsaft. Unsere eigenen mit einem von Chiray und Cuny 
angegebenen Verfahren durchgefiihrten Untersuchungen ergaben im Mittel 
einen Gallenséurengehalt im Duodenalsaft von 181,8 mg-% und ein 
Schwanken des Gallenséiurengehalts normalerweise zwischen 129,1 und 
310,0 mg-%. 


Fiir die Anwendung eines fluoreszenzphotometrischen Verfahrens 
ergeben sich verschiedene Vorteile. Es wurde ein derartiges serienmabig 
ausfiihrbares Verfahren ausgearbeitet, welches gegeniiber den kolori- 
metrischen Verfahren eine héhere Spezifitat und eine gréBere Empfind- 
lichkeit beim Nachweis kleinster Mengen hat und geringe Mengen an 
Ausgangsmaterial bendtigt. 





Beitrage zur quantitativen fluoreszenzphotometrischen Mikroanalyse. IV. 215 


Uber die Bestimmbarkeit der Gallensiuren in den Fazes konnten 
wir uns, wie eingangs erwahnt, schon ein Urteil bilden und die einschlagi- 
gen Versuche zu einer Bestimmung besprechen. Wir glauben, da in 
diesem Material stalagmometrische, gravimetrische, polarimetrische 
und kolorimetrische Verfahren wegen der vielen anderen stérenden 
Substanzen im Stuhl und der Anwesenheit nur geringer Mengen Gallen- 
siuren bisher zu keinen sichergestellten Ergebnissen gefiihrt haben. 
Es wurde daher seinerzeit eine von Giordano wie auch von Rauhe 
mitgeteilte schitzungsweise Bestimmung der Gallensduren, die auf 
der von Pregl angegebenen Fluoreszenzreaktion mit konzentrierter 
Schwefelsaiure fuBt, herangezogen. Dabei konnte durch Abschwachung 
der bei sichtbarem Licht auftretenden Fluoreszenz in einer Verdiinnungs- 
reihe bis zur Sichtbarkeitsgrenze die ungefaihre GréBe des Gallensauren- 
gehalts geschaitzt werden. Gegen dieses Verfahren wurde von Wilken 
in letzter Zeit eingewandt, daB die notwendige Abtrennung der Lipoide 
nicht befriedigend ist und daB die Fallung mit Bleiacetat und Ammoniak 
bei kleinen Menygen von Gallenséiuren vollstandig versagt. Weiter 
wird die griine Fluoreszenzreaktion mit konzentrierter Schwefelsiure 
auch von Olsaure, Lecithin und Cholesterin gegeben. Wie in den friitheren 
Arbeiten iiber die Gallensiurenbestimmung im Serum und Harn mit- 
geteilt wurde, konnten wir eine spezifischere Fluoreszenzreaktion 
finden, die durch Zusatz von Eisessig zur konzentrierten Schwefel- 
siure erzielt werden kann und als Eisessig-Schwefelséurereaktion be- 
zeichnet wurde. 

Die Unsicherheit der Ergebnisse in den bisher bekannten Unter- 
suchungen tiber den Gallensiurengehalt in den Fazes geht aus den ver- 
schiedenen Mengenangaben hervor. Von T'schernoff wurden pro Tag 0,166 g 
Gallenséuren, von Senkowsky 0,5 g, von Thannhduser titrimetrisch 0,2 bis 
0,5 g fiir 3 Tage gefunden. Uri fand in den Fazes normalerweise keine oder 
nur Spuren von Cholséure, weder Glyko- noch Taurocholséure. Giordano 
fand eine Tagesmenge von 0,075 bis 0,15 g Cholséiure, welche Werte 
wegen der Unzulanglichkeit des Verfahrens nur gréBenordnungsmaBig 
annahernd richtig sein diirften. Fiir die Pathologie des Gallensauren- 
stoffwechsels erscheint aber gerade ein verliBlicher Nachweis der Gallen- 
siuren in den Fazes von groBer Bedeutung. So weist Jenke darauf hin, daB 
die Ausscheidung der Gallenséiuren, soweit sie nicht wieder resorbiert 
werden, durch die Fazes erfolgt. Nach unseren Beobachtungen diirfte ein 
geringfiigiger Abgang an Gallenséuren allerdings normalerweise auch durch 
den Harn erfolgen, in dem wir bei gesunden Personen in der Tagesmenge 
einige Milligramm Gallenséuren gefunden haben. 


Bei der Bestimmung von Gallenséuren in den Organen kommt dem 
modifizierten fluoreszenzphotometrischen Verfahren schlieBlich gleich- 
falls Bedeutung zu, da andere Verfahren bei Organuntersuchungen ver- 
sagen. Die gleichartige Bestimmung der Gallensiuren in Serum, Harn, 
Duodenalsaft, Fazes und Organen scheint, wie nach den _ bisherigen 
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Angaben anzunehmen ist, bei Untersuchungen iiber den Gallensauren 
stoffwechsel eine Grundlage bilden zu kénnen. Wir konnten eine gréBer: 
Anzahl klinischer Untersuchungen, insbesondere tiber die Ausscheidung 
von Gallenséuren bei verschiedenen. Krankheiten durchfiihren, deren 
Ergebnisse wir demnachst mitteilen werden. 


Methode der Gallensiurenbestimmung im Duodenalsaft. 


0,2 cem Duodenalsaft werden mit 9,3 cem Alkohol und 0,5 ccm 
einer gesattigten Barytlauge (20 g Barium oxydatum anhydricum Merck 
auf 400 cem dest. Wasser gelést und filtriert), welche in 100 cem 0,4 ¢ 
Bariumacetat enthalt, gemischt. Diese Mischung wird zum Kochen 
erhitzt und dann gekiihlt. Nach dem Erkalten wird mit Alkohol auf 
10 cem aufgefillt. Fiir diesen Zweck eignen sich am besten gréBere 
Wassermannroéhrchen, welche eine Marke bei 10 ccm besitzen. Hat man 
genau auf 10 ccm aufgefiillt, so wird durch ein Filter (Schleicher & 
Schill 589, Schwarzband) filtriert und 3 cem des Filtrats fiir je eine 
Parallelprobe verwendet. 

Diese 3cem Filtrat werden in den bei der Serumgallenséuren- 
bestimmung beschriebenen Réhrchen zur Trockne verdampft, was rasch 
vor sich geht. Dann werden 4 cem Essigester und 1 cem der schon bei 
der Serummethode  beschriebenen Calciumoxyd-Essigestermischung 
hinzugefiigt. Sie besteht aus 3g feinst pulvérisiertem Calciumoxyd 
auf 90 cem Essigester und wird vor Gebrauch geschiittelt. 

Die gesamten Proben werden wie bei der Serum- und Harnmethode 
in einem Blechgestell in ein Wasserbad von 90° gestellt, und die in 
siedendem Essigester léslichen Substanzen wie Lecithin, Olsaure und 
die Cholesterinkérper extrahiert. Nach 2 Minuten werden die Proben 
aus dem Wasserbad genommen und abzentrifugiert. Von dem Essig- 
ester wird abgegossen, neuerlich 4ccm Essigéster hinzugefiigt und 
nach 2 Minuten langem Erhitzen im Wasserbad von 90° der Nieder- 
schlag noch einmal abzentrifugiert. Der Riickstand wird nunmehr 
direkt mit Eisessig-Schwefelsiure aufgenommen und die Fluoreszenz- 
reaktion entwickelt. Die zur Entwicklung der Fluoreszenzreaktion ver- 
wendete Eisessig-Schwefelsiure besteht aus 10 ccm Eisessig und 90 ccm 
reiner konz. Schwefelsiure. Zu jeder Probe werden 9 ccm des Reagens 
hinzugefiigt. Um das Pipettieren der Eisessig-Schwefelsiure zu ver- 
meiden, kénnen die Réhrchen eine Marke bei 9 ccm tragen. Wie bei der 
Serumgallensiuremethode kommen alle Réhrchen nach dem Durch- 
mischen zusammen mit den Standardlésungen, wie sie bei der Serum- 
methode beschrieben wurden, eine halbe Stunde lang in ein Wasserbad 
von 37 bis 40°. Man wartet mit der Entwicklung der Fluoreszenz bis 
in den Proben die anfanglich lebhafte Entwicklung von Gasblaschen 
aufgehért hat. Das Mischen der Proben erfolgt zweckmaBig durch 
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wiederholtes UmgieBen in ein anderes Réhrchen, wobei sich der Nieder- 
schlag in der Eisessig-Schwefelsiure klar auflést. 

Die bei jeder Serie benétigten Standardlésungen zu 0,4, 0,2 und 
0,1 mg-° Cholsduregehalt sind dieselben wie bei der Serum- und Harn- 
Gallensiuren bestimmung ; beziiglich ihrer Herstellung wird auf die dort 
gemachten Angaben verwiesen. 

Ist in den Proben und in den Standardlésungen die Fluoreszenz- 
reaktion erzeugt, dann kann die Auswertung der Fluoreszenzintensitat 
mit Hilfe des ,,Fluoroquant!* erfolgen. Dazu werden die Proben mit 
den passenden Standardlésungen in der bei der Beschreibung des 
Apparates wie auch in der Mitteilung tiber die Serumgallensauren- 
bestimmung angegebenen Weise verglichen. 


Die aus der Tabelle oder durch Berechnung ermittelten Werte des Chol- 
sauregehalts der mit Eisessig-Schwefelsaure aufgefiillten Proben muB bei Auf- 
fiillen der Proben auf 9 ccm Eisessig-Schwefelsiure entsprechend der Ver- 
diinnung des Duodenalsaftes mit 150 multipliziert werden. 


Methode der Gallensiurenbestimmung in den Fizes. 


1 g frischer Stuhl wird mit 5cem der oben angegebenen Barytlauge 
mit Bariumacetatzusatz und 20 cem 96% igen Alkohol verriihrt. Nachdem 
der Stuhl fein zerteilt ist, wird das alkoholhaltige Gemisch zum Kochen 
gebracht und 3 Minuten siedend extrahiert. Nach dem Auskiihlen wird auf 
25 cem erginzt, von den ungelésten Stuhlpartikelchen abfiltriert und 0,5 cem 
Filtrat zur Trockne eingedampft. Das Eindampfen des Filtrats findet, 
wie beschrieben, in groBen Zentrifugierréhrchen statt. 

Zu dem Riickstand werden 0,05cem Wasser und 4ccm Essigester 
gegeben. Der Riickstand mu8 mit dem Wasser verriihrt und mit dem Essigester 
aufgewirbelt werden. Nach weiterem Hinzufiigen von 1,0 ecm der schon beim 
Duodenalsaft beschriebenen Calctumoxydmischung werden die ganzen Proben 
in einem Blechgestell in ein Wasserbad von 90° gestellt. Nach 2 Minuten 
werden die Proben aus dem Wasserbad genommen und abzentrifugiert. 
Der Essigester wird abgegossen, neuerlich 4 ccm Essigester hinzu- 
gefiigt, aufgewirbelt und wiederum 2 Minuten lang in ein Wasserbad von 
90° gestellt, so daB8 der Essigester lebhaft kocht. Dann werden die 
Proben herausgenommen und abzentrifugiert. Wir haben dies im Stuhl 
noch ein drittes Mal wiederholt, d. h. noch einmal nach AbgieBen des 
Essigesters wieder 4 ccm Essigester hinzugesetzt und 2 Minuten lang 
bei 90° im Wasserbad erhitzt und wieder abzentrifugiert. Die Proben 
werden nunmehr mit Eisessig-Schwefelsaéure wie bei der Gallenséurenbestim- 
mung im Duodenalsaft versetzt, wobei sich jedoch ein Auffiillen auf 5 cem 
bzw. bei héheren Gallenséurenmengen auf 10 cem als zweckmaBig erwiesen 
hat. Sobald sich der ganze Riickstand in dem Eisessig-Schwefelsaurereagens 
aufgelést und die Gasbildung aufgehért hat, kommen die Stuhlproben mit 
denselben Standardlésungen wie beim Duodenalsaft auf eine halbe Stunde 
in ein Wasserbad von 37 bis 40°. Nach einer halben Stunde ist die Fluoreszenz 
gleichmaBig entwickelt und die Ablesung kann in der fiir die Gallenséiuren- 
bestimmung ausgearbeiteten Weise mit unserem Fluoreszenzphotometer 


1 Erzeugung und Vertrieb F. Reiner & Co., Wien IX, Pelikangasse 6. 
Biochemische Zeitschrift Band 297. 15 
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erfolgen. Die abgelesenen oder berechneten Werte des Cholséiuregehalts de: 
mit Eisessig-Schwefelséiure aufgefiillten Proben miissen bei Auffiillen de: 
Proben auf 5 cem Hisessig-Schwefelsiure entsprechend der Verdiinnung de: 
Stuhlproben mit 250 multipliziert werden. Wie in einer friiheren Mitteilung 
iiber die Gallenséurenbestimmung im Harn erwahnt, ist eine leichte Eigen 
farbe der Proben, wie sie auch bei Untersuchungen von Stuhlproben normale: 
Personen auftritt, von keinem EinfluB8 auf das abgelesene Ergebnis, weshalb 
sich die fluoreszenzphotometrische Bestimmung fiir die Untersuchung de: 
Fiizes besonders eignet. Durch die Untersuchung mit der ultraviolettarmen 
Lichtquelle (,,sichtbares Licht*t) werden auBerdem, wie seinerzeit aus- 
einandergesetzt, Fluoreszenzreaktionen, welche nur durch intensives ultra- 
violettes Licht erregt werden, ausgeschaltet. AuBer mit unserem fii 
diesen Zweck gebauten Fluoreszenzphotometer ,,Fluoroquant*, diirften nach 
einer uns zugekommenen Information entsprechend gebaute Triibungs- 
messer (z. B. von C. ZeifZ) an derartige Untersuchungen angepaBt werden 
kénnen. 
Methode der Gallensiurenbestimmung in den Organen. 

1g frische Organsubstanz (z. B. 1g Leber) wird mit feinkérnigem 
reinem Quarzsand auf 5 ccm Wasser zerrieben und aufgekocht. Nach dem 
Erkalten fiigt man Alkohol bis zu einer Gesamtfliissigkeitsmenge von 
45 ecem hinzu und filtriert (Schleicher.d: Schill 589, Schwarzband). 9 ecem 
Filtrat werden mit 1 ccm der beschriebenen Barytlauge, die Bariumacetat 
enthalt, versetzt. Diese Mischung wird zum Kochen erhitzt, abgekiihlt, 
genau auf 10 cem mit 96 %igem Alkohol erganzt und filtriert. 4 ecm Filtrat 
werden zur Trockne verdampft und der Riickstand in gleicher Weise wie bei 
den bisher mitgeteilten Gallenséurenmethoden behandelt. 

Zu diesem Zweck werden ohne Wasserzusatz 4ccm Essigester und 1,0 eem 
Calciumoxydmischung (friiher beschrieben) hinzugefiigt und der Riickstand 
mit dem Calciumoxyd in Essigester aufgewirbelt. Dann kommen die Proben 
2 Minuten lang in ein Wasserbad von 90°, so daB der Essigester lebhaft 
siedet. Der Riickstand wird abzentrifugiert, der Essigester abgegossen. 
Dann werden nochmals 4 ccm Essigester zugesetzt, die Proben 2 Minuten 
lang in ein 90° heiBes Wasserbad gestellt, abzentrifugiert und schlieBlich 
dieser Vorgang ein drittes Mal wiederholt. Die gewaschenen Proben werden 
mit Eisessig-Schwefelséure auf 4cem bzw. bei hdherem Gallensaéurengehalt 
auf 8 ccm aufgefiillt und gut durchgemischt. Nach Aufhéren der Gasent- 
wicklung in den Proben werden dieselben Standardlésungen wie beim 
Duodenalsaft zusammen mit den Proben aus den Organen bei 37 bis 40° 
auf 30 Minuten in ein Wasserbad gestellt, wodurch die charakteristische 
griine Fluoreszenzreaktion entwickelt wird. Die so gewonnenen fluoreszieren- 
den Lésungen werden auf ihre Fluoreszenzintensitaét untersucht. Die aus 
der Tabelle oder durch Berechnung erhaltenen Werte miissen bei Auffiillen 
der Proben auf 5 bzw. 10 cem 10 %ige Eisessig-Schwefelsiure entsprechend 
der Verdiinnung mit 50 bzw. 100 multipliziert werden. Auf diese Weise 
wird der Gallenséurengehalt des frischen wasserhaltigen Organs in Prozenten 
gewonnen. Durch Trocknen der Organsubstanz in der iiblichen Weise kann 
der Gallenséurengehalt der Trockensubstanz berechnet werden. 


Kontrollversuche zu den Methoden der Gallensiurenbestimmung. 
Zu den angegebenen Methoden wurden in ahnlicher Weise wie bei 
der Bestimmung im Serum Zusatzversuche mit Natrium glycocholicum 
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und einem Lipoidgemisch aus Cholesterin, Lecithin und Olsaure, ferner 
mit Zusatzen von Neutralfett ausgefiihrt. 

In der Tabelle | wurden die Zusitze von Natriumglycocholicum 
als Cholséure berechnet eingesetzt. 


Tabelle I. Kontrollversuche zur Gallensaiurenbestimmung 
in Duodenalsaft. 





Fluoreszenz- 


Cholsiiure- | Cholesterin- | Lecithin- Olsiure- Gesamtlipoid- photometrisch 


zusatz zusatz =| zusatz zusatz zusatz bestimmter Ge- 
halt an Cholséure 


mg-9/5 mg-9/5 mg-9/9 mg-9/9 mg-/9 mg-°/5 


ohne Zusatz 168 

300 300 300 900 165 

900 900 900 2 700 168 

1800 1800 1800 5 400 174 

3600 3600 3600 10 800 168 

mit Zusatz von 1000 mg-% Neutralfett 168 

a os se be * 174 

40 200 

80 _ - 240 

160 - 316 


Duodenalsaft 





Die Werte der Tabelle I erweisen die Brauchbarkeit des Verfahrens. 
Es sind damit die Lipoide und Fettsubstanzen als mégliche Fehlerquelle 
ausgeschlossen. Selbst bei Anwesenheit eines Lipoidgehalts von 10,8 g-°%, 
wie er bei Verfiitterung gréBerer Fettmengen im Duodenalsaft auftreten 
kann, werden die Gallensaéuren richtig bestimmt. Auch Zusatze von 
Neutralfett haben nach unseren Beobachtungen keinen Einflu8 auf die 
Gallensaurenbestimmung. 

Zusatze von Natriumglycocholicum konnten entsprechend dem 
berechneten Cholsiuregehalt der Zusaitze mit einem Fehler von 4 bis 5°, 
wiedergefunden werden. 

In den Tabellen IT und III sind die entsprechenden Zusatzversuche 
fiir die Gallensiurenbestimmung in den Fazes bzw. in den Organen 


Tabelle II. Kontrollversuche zur Gallenséurenbestimmung 
in den Fazes. 





Fluoreszenz- 


‘ » : : s Gesamt- , t 
Cholsiiure- Cholesterin- | Lecithin- Olsiiure- lipoid- | Be «pane mgr 


zusatz zusatz zusatz | zusatz ‘ 
zusatz halt an Cholsiiure 


mg-9/9 mg-9/9 mg-%/9 | mg-°/» mg-9/9 mg-9/ 


ohne Zusatz 43,7 

300 300 300, 900 43,7 
900 900 900 2700 43,7 
1800 1800 1800 5400 43,7 
— —- 80,5 

120,0 
190,7 


100 g Fazes- 


x 


Frischsubstanz 





15* 
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Tabelle III. Kontrollversuche zur Gallensiurenbestimmung 
in den Organen. 





Ges: Fluoreszenz- 
yesamt- photometrisch 


Cholséure- Cholesterin- ecithin- aiure- inoi 
susatz, |“ muats gusts” «| rumate™ ‘POI | Westimmter Ge 
mg-?/ 9 mg-°/9 mg-°/9 mg-9/9 mg-9/9 mg-9/5 
5 S ohne Zusatz 22 
g $ | 300 300 300 900 22,5 
22 900 900 900 2700 23 
ee 3 | 1800 1800 1800 54.00 22,5 
3 40 — - 65 
S ‘e 80 100 
= 160 | - 175 





mitgeteilt, die dieselben Ergebnisse wie die Versuche zur Gallensauren- 
bestimmung im Duodenalsaft haben. 

In dem mitgeteilten Beispiel einer Gallenséurenbestimmung in der 
Leber konnte so ein Gallenséiurengehalt von 147 mg auf 100g Trocken- 
substanz ermittelt werden. 


Zusammenfassung. 


1. Es werden fluoreszenzphotometrische Verfahren zur Gallen- 
saurenbestimmung in Duodenalsaft, Faizes und Organen mitgeteilt. 

2. Durch entsprechende Kontrollversuche werden Spezifitat und 
quantitatives Arbeiten nachgewiesen. Die Verfahren sind serienmabig 
ausfiihrbar. Die Fehlerbreite betrigt 4 bis 5%. Die angegebenen 
Methoden gestatten in bisher wenig untersuchten biologischen Sub- 
stanzen genauere Beobachtungen tiber den Gallenséurenstoffwechsel 


anzustellen. 
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Umladung und Flockung 
negativer Biokolloide mit Alkaloidsalzen. II. 
Von 
H. G. Bungenberg de Jong und J. G. Wakkie. 
(Aus dem biochemischen Institut der Universitat in Leiden.) 
(EHingegangen am 16. April 1938.) 
Mit 15 Abbildungen im Text. 


1. Einleitung. 


Aus friiheren Untersuchungen! wissen wir, daB die Umladungs- 
folge anorganischer Kationen gleicher Wertigkeit von der chemischen 
Zusammensetzung der ionisierten Gruppe des Biokolloids abhangig ist. 
Falls wir uns hier auf die einwertigen Alkalikationen beschrinken, so 
nimmt die Umladungskonzentration fiir Biokolloide mit einer Phosphat- 
gruppe der folgenden Formulierung entsprechend zu: 


Li < Na < K, 
wahrend fiir Biokolloide mit Sulfat- bzw. Carboxylgruppen? die um- 
gekehrte Reihenfolge zutrifft : 


K < Na < Li. 
In Mitteilung I dieser Reihe* stellten wir fiir einige einwertige 


Alkaloidkationen bei alkoholléslichem Sojabohnenphosphatid die 
folgende Reihe fest: 


Chinin < Strychnin — Novocain < Guanidin. 


Js entsteht die Frage, ob diese Reihenfolge, analog dem Verhalten der 
Biokolloide anorganischen Kationen gegeniiber, gleichfalls von der 
chemischen Zusammensetzung der ionisierten Gruppe abhangig ist. 

Zur Beantwortung dieser Frage gelangten zur Untersuchung drei 
weitere Phosphatkolloide (Eilecithin, alkoholunlésliches Sojabohnen- 
phosphatid und Na-Hefenucleinat), zwei Carboxylkolloide (Na-Arabinat 
und Na-Pektinat) und zwei Sulfatkolloide (Na-Karrageen und K-Chon- 
droitinsulfat*). Wir bestimmten an den Solen der genannten Bio- 


1 P. H. Teunissen und H.G. Bungenberg de Jong, Kolloid-Beih. im 
Druck. — 2 Fiir Seifen trifft die Reihenfolge: Li < Na < K zu; ebenso 
nach noch nicht veréffentlichten Versuchen fiir die Carboxylgruppe der 
EiweiBe (Gelatine). — * Diese Zeitschr. 297, 70, 1938. — * K-Chondroitin- 
sulfat enthalt neben veresterten Sulfatgruppen auch Carboxylgruppen 
und ist systematisch infolgedessen mehr als ein gemischtes Sulfat-Carbo- 
xylkolloid anzusprechen. Beziiglich seines physikalisch-chemischen Ver- 
haltens anorganischen Kationen gegeniiber schlieBt es sich dem nur Sulfat- 
gruppen enthaltenden Karrageen sehr nahe an. 
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kolloide die Umladungskonzentrationen obiger Alkaloidchloride und, 
obwohl die Reihenfolge aus friiheren Untersuchungen bereits bekannt 
war, an den gleichen Solen die Umladungskonzentration nochmals fiir 


LiCl, NaCl und KCl. 
2. Methodik. 


Die Methodik (mikroskopische Methode und Messungen auf ein 
Fiinftel Kiivettenhéhe) war die gleiche, wie die in Mitteilung I an- 
gegebene. Die gleiche Mitteilung enthalt weitere diesbeziigliche Literatur. 
Da die verwendeten Alkaloidsalze mit der Mehrzahl der untersuchten 
Biokolloide weder Flockung noch Koazervation zustande brachten, 
mafen wir die Elektrophoresegeschwindigkeiten an SiO,-Teilchen, die 
mit einem Kolloidfilm umkleidet waren. Die jeweiligen Kolloidkonzen- 
trationen waren in den Versuchen geniigend hoch gewahlt, so da 
auf Grund friiherer Befunde die Gegenwart eines vollstandigen Kolloid- 
films, jedenfalls beim Umladungspunkt, an den SiO,-Teilchen sicher- 
gestellt war. Liegt ein vollstandiger Kolloidfilm vor, so miissen die 
Umladungskonzentrationen von dem elektrophoretischen Verhalten 
des verwendeten ,,Indikators‘“ unabhaingig sein; wir werden unter 
4.C. (Na-Nucleinat gemessen auf SiO, bzw. TiO,) ein diesbeziig- 
liches Beispiel geben. Die Bestimmung der zum Vergleich notwen- 
digen Umladungskonzentrationen der verwendeten SiO,- und TiO,-Pra- 
parate wird in Abschnitt 3 den eigentlichen Messungen an Biokolloiden 
vorausgeschickt. Wegen der zu geringen Léslichkeit eines oder mehrerer 
der Alkaloidsalze konnten bei einigen Biokolloiden die Umladungs- 
konzentrationen nicht erreicht werden. Daher sollen zur Beurteilung 
des Wertes der in diesen Fallen unvermeidlichen Extrapolationen samt- 
liche Messungen in U — log C-Diagrammen graphisch wiedergegeben 
werden!. Da die U — log C-Kurven meistens einen etwas gekriimmten 
einfachen Verlauf zeigen, scheint die erwahnte Extrapolation mit 
ziemlicher Sicherheit noch vorgenommen werden zu kénnen, wenn man 
sich bei den Messungen nur dem Umladungsniveau noch geniigend 
dicht nahern kann. Falls dieser Abstand gréBer wird, nimmt die Un- 
sicherheit natiirlich stark zu. Aber auch in gewissen Fiillen, in denen 
eine Interpolation noch méglich ist, schneidet die Umladungskurve 
unter geringer Neigung das U = O-Niveau, wodurch die Unsicherheit 
der Interpolation wohl etwa drei Einheiten der zweiten Dezimale des 
logarithmischen Wertes der Umladungskonzentration betragen kann 
(vgl. z.B. Nucleinat in Abb. 6 u. 7). Die vier gewahlten Alkaloidchloride 


1 U = elektrophoretische Geschwindigkeit, ausgedriickt in wil!kiirlich 
gewahlten, sich direkt aus den Messungen ergebenden Einheiten. Da sich 
die Messungen iiber verschiedene GroéBenordnungen von Konzentrationen 
erstrecken, gibt nur ein Eintragen der U-Werte als Funktion der Logarithmen 
der Salzkonzentrationen die Méglichkeit einer iibersichtlichen Abbildung. 
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zeigten gliicklicherweise beziiglich ihrer Umladungskonzentrationen so 
starke Unterschiede, da diese Interpolationsfehler die Reihenfolge 
keineswegs in Gefahr bringen konnten. 


Bei Na-Nucleinat zeigten die U — log(-Kurven einiger Salze 
keinen einfachen Verlauf; es soll dort auf die Bedeutung dieser ab- 
normen Kurvengestalt fiir die Theorie der Filmbildung eingegangen 
werden. 

3. Messungen an SiO, und Ti 0,-Teilchen selbst. 

Es wurden von beiden Substanzen feinkérnige Priparate! verwendet 
und wie folgt Suspensionen hergestellt : 5g SiO, bzw. 1g TiO, werden in 
einem 200 ccm-Erlenmeyer mit 100 ccm dest. Wasser kraftig geschiittelt 
und anschlieBend ruhig stehengelassen. Nach Sedimentieren der gréberen 
Anteile wird die tiberstehende milchige Suspension abgegossen. Letztere 
wird vor Entnahme jeweils kraftig aufgeschiittelt, da sich auch diese 
Suspension noch weiter absetzt. Es zeigte sich, daB diese Stamm- 
suspensionen vorteilhaft jeden Tag neu hergestellt werden, da nach 
langerem Stehen die Teilchenzah! durch Verkleben abnimmt. 


Die zur Messung gelangten Gemische hatten folgende Zusammen- 
setzung : 48 ccm wasserige Salzlésung variierender Konzentration + 2 ccm 
SiO,- bzw. TiO,-Suspension. Die Messungen erfolgten wie immer auf 
ein Fiinftel Kiivettenhéhe. Beide Aufschwemmungen sind negativ 
geladen und an deren Oberfliche hat man mit der Gegenwart von 
Kiesel- bzw. Titansiéure zu rechnen. Die Messungen gestalteten sich 
schwieriger und nicht so gut reproduzierbar als wenn die SiO,- bzw. 
TiO,-Teilchen mit einem Biokolloidfilm bedeckt sind. TiO, hat iiber- 
dies die unangenehme Eigenschaft, daB nach positiver Umladung seine 
Elektrophoresegeschwindigkeit mit der Zeit langsamer oder rascher 
abnimmt? *. 


Der genannte Ubelstand beeintrachtigt natiirlich die Genauigkeit 
der Interpolation der Umladungspunkte. 


Die Messungen sind in den Abb. 1 und 2 wiedergegeben und die 
durch Interpolation erhaltenen bzw. fiir Strychninchlorid bei TiO, 


1 TiO,-Pulver wurde uns freundlicherweise von der ,,Hol]. Kunstzijde- 
Industrie“ in Breda, Holland, zur Verfiigung gestellt und SiO, stammte als 
ac. Silicium nat. prep. von der Firma Brocapharm. — ? Bei Verwendung 
von TiO, als elektrophoretischer Indikator bleibt im Einklang damit, daB 
nunmehr der adsorbierte Kolloidfilm und nicht mehr die TiO,-Oberflache 
das elektrophoretische Verhalten bestimmt, die Veranderlichkeit mit der 
Zeit aus. —- * Es zeigte sich, daf{ TiO, in Beriihrung mit einer neutralen 
Salzlésung letztere anséuert. Infolgedessen ist TiO, als elektrophoretischer 
Indikator fiir nicht amphotere Biokolloide wohl brauchbar, fiir py empfind- 
liche Biokolloide jedoch nicht zu empfehlen. 
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durch Extrapolation 
Tabelle I zusammengestellt. 
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abgeschatzten Umladungskonzentrationen 
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Tabelle I. SiO, baw. TiO,-Pulver. 








Logarithmen Logarithmen 
der Umladungs- der Umladungs- 
2. __ konzentration : ,, konzentration 
Salz Aquiv. pro Liter Salz Aquiv. pro Liter 
Sid, | Tid, SiO, TiO, 
Chininchlorid ...... 0,82—3 0,98—3 i. (+: SOeUanaaHos t 0,31 | 0,89—1 
Strychninchlorid ... 0,41—2 0,52—2] NaCl ......... 0,43 0,19 
Novocainchlorid ...  0,89—2 0,26—1 MAREE yd gk bona 0,56 0,33 
Guanidinchlorid.... | 0,01 0,50 —1 


Es ergibt sich also fiir SiO, wie fiir TiO, die gleiche Folge der 
Umladungskonzentrationen, von links nach rechts ansteigend, fiir die 
Alkaloidkationen : 

Chinin < Strychnin <_ Novocain < Guanidin 
und fiir die Alkalikationen: 
K < Na < Li. 

Verglichen mit den Ergebnissen an alkoholléslichem Sojabohnenphos- 
phatid (Mitteilung I), ist die Reihenfolge fiir die Alkaloidkationen die 
gleiche, fiir die Alkalikationen hingegen besteht die umgekehrte Reihen- 
folge. 

4. Messungen an Phosphatkolloiden. 
A. Eilecithin, tiber die CdCl,-Doppelverbindung gereinigt. 
a) Typisch hydrophiles Sol. 


Ausgangsmaterial war frisch von der Industrie bezogenes Lecithinum 
ex ovo puriss. (Schering-Kahlbaum), das iiber die CdCl,-Verbindung 
weiter gereinigt wurde. Wegen des der Reinigung dienenden Ver- 
fahrens sei auf ausfiihrliche Angaben an anderer Stelle verwiesen!. Die 
bei Zerlegung der Doppelverbindung erhaltene Lecithinlésung in der 
Propylalkoholschicht diente nach Verdiinnen auf ein Drittel mit Propyl- 
alkohol der Solbereitung durch Einspritzen in die vierfache Menge dest. 
Wassers unter starkem Riihren bei etwa 70°C*. Der Alkohol wurde 
durch ungefihr fiinftagige kontinuierliche Dialyse mit dem Stern- 
dialysator bei 6° C entfernt und das klare Sol fiir die Dauer der Unter- 
suchung im Eisschrank aufbewahrt. Die Trockengewichtsbestimmung 
des Lecithinsols ergab einen Lecithingehalt von 0,49 %. 


1 H.G. Bungenberg de Jong, G. Verberg u. R.F. Westerkamp, Kolloid- 
zeitschr. 71, 184, 1935. — ? Fiir das Erhalten klarer Sole ist es wichtig, die 
Lecithinkonzentration der alkoholischen Lésung nicht zu hoch zu wihlen, 
jedenfalls soll sie unter 5% bleiben. Triibe Sole, die entweder durch Ein- 
tragen zu hoch konzentrierter Sole oder bei zu niedriger Temperatur ent- 
stehen, flocken mit den verschiedensten Neutralsalzen, z. B. CaCl, usw., 
aus, wihrend urspriinglich klare Sole auch damit klar bleiben. 
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In Abb. 3 sind die Umladungskurven sowohl fiir die vier Alkaloid- 
chloride, wie fiir Li-, Na- und K-Chlorid, die weiter unten stets wieder: 
beziiglich ihrer Reihenfolge bei anderen Biokolloiden untersucht werden, 
eingetragen, auBerdem noch die fiir Papaverinchlorid und CaCl,. 








Eilecithin (hydroptiles Sol) 
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Die sich aus der graphischen Darstellung Abb. 3 durch Interpolation 
ergebenden Logarithmen der Umladungskonzentrationen sind in 
Tabelle II zusammengestellt. 

Die Umladungskonzentration fiir KCl liegt héher wie die héchst 
erreichbare Konzentration. Durch Extrapolation wurde schatzungs- 
weise der Wert 1,00 fiir log C erhalten, was einer fiktiven Konzentration 
von 10 n entsprechen wiirde. 
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Tabelle II. Eilecithin (hydrophiles Sol). 





Logarithmen Logarithmen 
der Umladungs- || der Umladungs- 
konzentration konzentration 


\ Aquiv. pro Liter || Aquiv. pro Liter 
ii 7 uy 


Chininchlorid 0,04—4 CaCl, 0,64—3 
Papaverinchlorid .... 0,72—4 LiCl 0,58 —1 
Strychninchlorid é 0,19 
Novocainchlorid é 1,00 
(;uanidinchlorid | 0,938—¢ (extrapoliert) 





Die Reihenfolge der Umladungskonzentrationen fiir die Alkaloid- 
kationen ergibt sich infolgedessen aus Tabelle II und Abb. 3 wie folgt: 


Chinin < Strychnin < Novocain -< Guanidin 
und fiir die Alkalikationen : 
Li < Na < K, 


d.i. die gleiche Reihenfolge, der wir in Mitteilung I bei dem alkohol- 
léslichen Sojabohnenphosphatid begegneten. Auch hier trifft es zu, 
da8 die nur einwertigen Alkaloidkationen Chinin und Strychnin bei 
niedrigerer Konzentration wie das zweiwertige Ca-Ion umladen. 


b) Hydrophobes Sol. 


Aus dem auf die gleiche Weise gereinigten Eilecithin (Eintragen 
einer héher konzentrierten propylalkoholischen Lésung bei niedrigerer 
Temperatur, etwa 45°) wurde auch noch ein hydrophobes Sol hergestellt. 
Nach Ausdialysieren resultierte ein stark opaleszierendes Sol mit einem 
Trockengewicht von 1,38°%. Abgesehen von den Absolutwerten der 
Umladungskonzentrationen schlieBen sich die Ergebnisse denen, die 
an dem typisch hydrophylen Sol von a) erhalten wurden, vdllig an; 
auch hier ist die Reihenfolge der Alkalimetalle und der Alkaloidkationen 
die gleiche, wie bei dem typisch hydrophilen Sol. Man vergleiche Abb. 4 
und Tabelle IIT. 


Tabelle III. Eilecithin (hydrophobes Sol). 





Logarithmen Logarithmen 


Sal der Umladungs- 4 || der Umladungs- 
Salz konzentration Salz || konzentration 


Aquiv. pro Liter || Aquiv. pro Liter 
Chininchlorid 
Chininsulfat 
Strychninchlorid 
Strychninnitrat 
Strychninsulfat 
Novocainchiorid 
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AuBer den in Abb. 4 verzeichneten Salzen wurde auch noch di: 
Umladung mit Chininsulfat, Strychninnitrat und -sulfat untersucht 
Wie aus Tabelle III ersichtlich ist, werden, wie fiir die entsprechenden 
Chloride, fiir den Logarithmus der Umladungskonzentration bis zi 
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0,02 jeweils gleiche Werte erhalten. Wo die Genauigkeit der Inter- 
polation auf etwa 0,01 bis 0,02 geschatzt werden muB, ist anzunehmen, 
daf innerhalb der Versuchsfehler der gleiche Wert gefunden wurde. 
Dieses Ergebnis schlieBt sich den Befunden von Mitteilung I an; auch 
hier fanden wir bei dem alkoholléslichen Sojabohnenphosphatid zwischen 





dis 
cht 
den 


Zu 


er- 
en, 
de. 
ich 
len 








(mladung und Flockung negativer Biokolloide mit Alkaloidsalzen. II. 229 


Alkaloidchlorid, -nitrat und -sulfat keinen nennenswerten Unterschied, 
wenn nur die GréBenordnung der Umladungskonzentration geniigend 
klein ist. Auch damals fanden wir, daB sich Chininsulfat wie Chinin- 
chlorid und Strychninchlorid wie Strychninnitrat praktisch gleich 
verhalten, wahrend hingegen bei Strychninsulfat die Umladung bei 
héherer Konzentration stattfand wie bei Strychninchlorid. Bei dem 
seinerzeitigen Phosphatid liegt die Umladung mit Strychninsalzen 
jedoch bei einer zehnmal héheren Konzentration wie bei unserem 
Kilecithinsol. 

DaB wir hier einem EinfluB des Sulfations jedoch noch nicht be- 
gegnen, ist dem Umstand zuzuschreiben, daB in dem gegenwartigen 
Falle die Umladungskonzentration bei zehnfach kleineren Konzen- 
trationen liegt (vgl. Mitteilung 1). 


B. Alkoholunlésliches Sojabohnenphosphatid,. 


Ausgangsmaterial war ,,Planticin dlfrei‘’ von Riedel-de Haen. Das 
Produkt wurde durch wiederholte Fallung der atherischen Lésung 
mit Alkohol gereinigt und anschlieBend in einem geeigneten Propyl- 
alkohol-Wassergemisch gelést. Diese Lésung wurde unter starkem 
Riihren in die vierfache Menge Wasser eingetragen und das entstandene 
Sol waihrend einer Woche mit dem Sterndialysator bei 6° von Propyl- 
alkohol durch kontinuierliche Dialyse befreit und wahrend des Zeit- 
raums der Untersuchung im Eisschrank aufbewahrt. Beziiglich naherer 
Kinzelheiten der Reinigung und Solbereitung, der Analyse und kolloid- 
chemischen Eigenschaften verweisen wir auf die Angaben an anderer 
Stelle!. Die Trockengewichtsbestimmung des wasserklaren Sols ergab 
0,33 %. 

Die zur Messung gelangenden Gemische enthielten abweichend 
von allen weiteren im Verlauf dieser Arbeit untersuchten Solen 10 ccm 


— 


Sol an Stelle von 5 in einem Endgemisch von 50 ccm. 


Tabelle IV. Alkoholunlésliches Sojabohnenphosphatid. 








| Psy nico nome ; 4 I enn 

| der U . U 3- 

Salz Seenenibedion Salz | | en corer 

: |, Aquiv. pro Liter | Aquiv. pro Liter 
Chininchlorid ........ 0,88—3 Guanidinchlorid .... | 0,28 
Strychninchlorid ..... 0,87 —2 BE cati ye duets cas ] 0,32 
(extrapoliert) | NaCl.............. 0,40 
Novocainchlorid ..... 0,40 WO 5 own) ore bes \ 0,70 

(extrapoliert) || (extrapoliert) 


1 H.G. Bungenberg de Jong, G. Verberg u. R.F. Westerkamp, Kolloid- 
zeitschr. 71, 194, 1935; H.G. Bungenbergde Jong u. P.H. Tennissen, 
Kolloid-Beih. 47, 254, 1938, und zwar S. 290. 
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Die Ergebnisse sind in Abb. 5 zusammengestellt. 

In drei Fallen (Strychnin-, Novocainchlorid und KCl) konnt 
wegen der zu geringen Léslichkeit die Umladung selbst nicht erreicht 
werden. Fiir diese sind in der Tabelle die Umladungskonzentrationen 
entsprechend dem gestrichelt angegebenen weiteren Verlauf der Kurven 
ermittelt. Man darf diesen Werten, da sie sich auf Grund einer unsichere», 
Extrapolation ergeben, selbstverstandlich keinen groBen Wert beilegen. 
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Auch die Uberschneidung der Novocain- und Guanidinkurven mui 
mit Vorsicht gewertet werden. ; 

' Fiir die steil ansteigenden Kurvenaste ergeben sich jedoch mit 
Sicherheit die Reihenfolgen: 

Chinin << Strychnin < Novocain < Guanidin und Li < Na < K, 
denen wir bei den weiteren bis jetzt untersuchten Phosphatiden (alkohol- 
lésliches Sojabohnenphosphatid in Mitt. 1 und Eilecithin) gleichfalls 
begegnen, obwohl hier die GréBenordnung besonders der Alkaloid. 


umladungskonzentrationen weit héher ist. 


C. Na-Hefenucleinat. 

Ausgangsmaterial war Natrium nucleinicum e faece von E. Merck. Es 
wurde wie friiher angegeben gereinigt, durch Auflésen in Wasser ein 
2° iges Sol hergestellt und in 50 cem Endgemisch jeweils 5 ccm ver- 
wendet. Entsprechend friiheren Untersuchungen ist diese Endkonzen- 
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tration von 0,2, zum sicheren Erhalt einer vollstandigen Film- 
bekleidung der SiO,-Teilchen ausreichend. (Beim Umladungspunkt 
und dem seinerzeit verwendeten CaCl, zur Umladung geniigten bereits 
0,001 %, Na-Nucleinat.) Da nun die Messungen mit SiO, als elektro- 
phoretischem Indikator mit einigen Salzen (Guanidinchlorid und KCl, 
vgl. Abb.6) zu abnorm gestalteten U — log C-Kurven fiihrten, entstand 
die Frage, ob sich die inter- bzw. extrapolierten Umladungskonzen- 
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trationen auf Na-Nucleinat selbst beziehen; es bestand die Gefahr, 
daB ein vollstindiger Kolloidfilm beim Umladungspunkt nicht mehr 
vorliegt. 

Aus diesem Grunde wurden die Messungen mit Na-Nucleinat 
mit Hilfe eines anderen elektrophoretischen Indikators, mit TiO, 
wiederholt. 

Die Ergebnisse mit den beiden Indikatoren sind in den Abb. 6 und 7 
aufgenommen und die durch Inter- bzw. Extrapolation ermittelten 
Werte in Tabelle V zusammengestellt. 

Leider konnte die Umladung selbst praktisch nur mit zwei Salzen 
(Chinin- bzw. Novocainchlorid) erreicht werden, wahrend in den iibrigen 
Fallen diese Werte durch Extrapolation geschitzt werden muBten. 
Es ist naheliegend, daB diesen Werten nur eine bedingte Bedeutung 
zukommt. Dies gilt besonders fiir den KCl-Wert, der nur im Falle der 
Messung mit SiO, noch einigermaBen geschatzt werden konnte und mit 
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einem Wert von 1,6 fiir log C mit einer vollkommen fiktiven Umladungs 
konzentration von 40 n korrespondieren wiirde. 

Aber auch in den Fallen, in denen eine Interpolation méglich war 
ist diese mit geringerer Genauigkeit méglich wie sonst, da a) nur jeweils 
ein positiver MeBpunkt vorliegt und b) die Umladungskurve mit relatiy 
geringer Neigung das U = O-Niveau schneidet. Wir schatzen diese 
Unsicherheit auf ungefaihr 3 bis 4 Einheiten der zweiten Dezimale des 
log C'- Wertes. 
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Tabelle V. Na-Nuclein&t. 





Logarithmen der Umladungskonzentration 


Salz Aquiv. pro Liter 





gemessen mit SiO. 


gemessen mit TiO, 


Chininchlorid 0,81—2 0,84—2 
Strychninchlorid 0,01—1 (extrapoliert) 0,97—2 (extrapoliert) 
Novocainchlorid 0,73—1 0,69—1 

0,69 (extrapoliert) 0,68 (extrapoliert) 

0,67 ” 0,69 

0,84 “ 0,81 

1,60 ?? > 1,00 


Zuriickkehrend zu der oben erérterten Frage, ob die mit SiO, 
ermittelten Umladungskonzentrationen tatsaichlich dem Nucleinat 
selbst zuzuschreiben sind, stellen wir auf Grund eines Vergleichs mit den 
Messungen mit TiO, als Indikator fest, daB dies in der Tat der Fall ist. 
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Man vergleiche hierzu Abb. 8, in der die Werte der Spalten 2 und 3 
von Tabelle V auf zwei horizontalen Niveaus und auBerdem die Um- 


ladungskonzentrationen fiir SiO, bzw. TiO, (Spalten 2. 3, 5 und 6 der 
Tabelle I) auf zwei weiteren horizontalen Niveaus angegeben sind. 


Bei vollstandiger Filmbildung miiBten die Umladungskonzen- 
trationen von dem verwendeten elektrophoretischen Indikator un- 
abhangig werden. Da, wie oben bereits erértert, Unterschiede von etwa 
3 bis 4 Einheiten in der zweiten Dezimale der log C-Werte, die sich 
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Abb. 8. 


bei Vergleich der Werte der Spalten 2 und 3 von Tabelle IV zeigen, 
eben mit der geschaitzten Unsicherheit itibereinstimmen, kann gesagt 
werden, da die Werte der Umladungskonzentrationen innerhalb der 
Fehlergrenze von der Art der verwendeten Indikatoren tatsachlich 
unabhangig sind. Abb.8 zeigt diese Ubereinstimmung der _film- 
umkleideten SiO,- und TiO,-Teilchen und auch wie sehr sich diese 
Umladungskonzentrationen von denen der SiO,- bzw. TiO,-Teilchen 
selkst unterscheiden. Weiter sieht man, daB diese Umladungskonzen- 
trationen fiir SiO, und TiO, selbst auch noch verschieden sind und 
iiberdies die Reihenfolge der Alkalikationen eben umgekehrt ist, wie 
bei den mit Nucleinat bekleideten Teilchen. 


Wir diirfen demnach diesen Ergebnissen zufolge darauf schlieBen, 
daB beim Umladungspunkt eine vollstandige Filmbekleidung mit 
Nucleinat vorliegt und die Reihenfolgen zunehmender Umladungs- 
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konzentration fiir Nucleinat, wie bereits fiir die Phosphatide festgestellt, 
folgende sind: 

Fiir die Alkaloidkationen: 

Chinin < Strychnin < Novocain < Guanidin 
und fiir die Alkalikationen: 
Li < Na < K. 

Wir wollen an dieser Stelle auf die abnorm gestalteten U — log C-Kurven, 
die in Abb. 6 und 7 insbesondere Novocainchlorid und KC! zeigen, nur kurz 
eingehen und hoffen spéter auch bei anderen Biokolloiden auf ahnliche 
Kurvengestalten ausfiihrlicher zuriickkommen zu kénnen. 

Die Guanidinchloridkurve in Abb. 6 besteht aus zwei ziemlich steil 
ansteigenden Kurvenasten, die durch einen schwach S-férmigen Kurventeil 
miteinander verbunden sind. Die Messungen sind hier nun mit SiO, als 
Indikator durchgefiihrt und wir wissen aus der Ubereinstimmung der 
Umladungskonzentrationen bei Verwendung von TiO,, da allenfalls beim 
Umladungspunkt die SiO,-Teilchen mit einem vollstandigen Kolloidfilm be- 
deckt sind. Es liegt nunmehr nahe, die U —log C-Kurve des Guanidinchlorids 
wie folgt zu interpretieren. Der vollkommene Kolloidfilm liegt vor auf dem 
rechten, steil ansteigenden Kurventeil (also zwischen U = — 140 und dem 
Umladungspunkt), fehlt hingegen auf dem linken, steil ansteigenden Kurven- 
teil (zwischen U = — 400 und — 150) und bildet sich erst auf dem S-férmi- 
gen Verbindungsteil der beiden steilen Kurventeile. 

Fiir diese Interpretation spricht, da8 der linke steile Kurventeil in der 
Nahe der Umladungskurve von SiO, selbst, also ohne zugefiigtes Biokolloid, 
verlauft. Eine ahnliche Interpretation gilt ebenso fiir die KCl-Kurve, auch 
fiir die NaCl-Kurve in Abb. 7, und gibt auBerdem eine Erklarung dafiir, 
daB in den Abb. 6 und 7 bei groBen U-Werten die Reihenfolge der Kurven 
K > Na > Liist, eine Reihenfolge, die auch fiir SiO, und TiO, (Abb. 1 und 2) 
selbst gilt. 

Bei groBer negativer Ladung ist also die konstant gehaltene Nucleinat- 
konzentration, die zur Bildung eines vollstandigen Kolloidfilms beim Um- 
ladungspunkt ausreichte, nun absolut nicht mehr geniigend, da die elektro- 
phoretischen Eigenschaften des verwendeten Indikaters selbst stark hervor- 
treten., Wo diese Eigenschaften, wie bei TiO, und SiO, nicht die gleichen 
sind und auch bzgl. der Neigung zur Bildung eines Kolloidfilms Unter- 
schiede erwartet werden diirfen, ist bei Zutreffen der gegebenen Erklarung 
auch zu erwarten, daB8 die Kurvengestalten der Abb. 6 und 7 durchaus nicht 
gleich zu sein brauchen. In der Tat befinden sich denn auch die S-férmigen 
Kurventeile auf verschiedenen U-Niveaus und die Umkehrung der Reihen- 
folge K — Na — Li zeigt sich bei Verwendung von TiO, ausgepragter wie 
mit SiQ,. 

5. Messungen an Carboxylkolloiden. 


Zur Untersuchung gelangten Na-Arabinat und Na-Pektinat, deren 
Bereitung an anderer Stelle bereits beschrieben wurde!. Die 50 ccm 
fassenden Gemische enthielten jeweils 5 ccm des 1 °,igen Sols und 2 cem 
Si O,-Suspension. 


1 H.G. Bungenberg de Jong u. P. H. Tennissen, Kolloid-Beih. 47, 254, 
1938 und zwar 8S. 260. 
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Die Ergebnisse sind aus den Abb.9 und 10 ersichtlich und die 
Umladungskonzentrationen, teils durch Interpolation, 
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Abb. 10. 


Extrapolation infolge der zu geringen Léslichkeit der Alkaloidsalze 
ermittelt, in Tabelle VI zusammengestellt. 
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Tabelle VI. Carboxylkolloide. 





Logarithmus der Umladungskonzentration 
Aquiv. pro Liter 


Na-Pektinat 


Na-Arabinat 


Chininchlorid 0,03—1 (extrapoliert) 0,21—1 (extrapoliert 
Strychninchlorid 0,36—1 RK 0,66 a 
Novocainchlorid 0,88—1 0,84—1 

0,28 0,50 (extrapoliert ) 

0,46 0,15 

0,54 0,28 

0,65 0,55 


is ergeben sich also die folgenden Kationenreihen mit von links 
nach rechts zunehmenden Umladungskonzentrationen: fiir die Alka 
loidkationen : 


Chinin < Strychnin < Novocain << Guanidin 
und fiir die Alkalikationen: 
K < Na < Li. 

Dieses Ergebnis weicht insofern von dem bereits besprochenen, 
mit anderen Biokolloiden erhaltenen ab, als die Reihe der Alkali- 
kationen umgekehrt verlauft, 
wahrend die der Alkaloidkat- 


Strychnin ead ionen gleichgeblieben ist. 
/ Novocain 





Chinin 


} 


7 Y y t 6. Messungen an Sulfatkolloiden. 


/ / Y | 
/ Ve Die Messungen wurden an 
/ i " 
/ / | Na-Karrageen und K-Chon- 





i - | droitinsulfat ausgefiihrt; iiber 


die Bereitung der genannten 


Biokolloide wurde an anderer 
Stelle bereits berichtet!. 


Guanidin i 
/ | Die zur Messung gelangen- 
x, / f\ Narrageen den 50 ccm fassenden Gemische 
+ o_+ + 
Na. - 


| enthielten 5 ccm Sol, 0,08 °jig 

= ~; ; im Fall des Na-Karrageens 

togt—- und 0,5°%ig im Fall des K- 

ab. 11. Chondroitinsulfats. und jeweils 

2 cem einer SiO,-Suspension. 

Die Abb. 11 und 12 geben die Resultate der Messungen wieder 

und Tabelle VII die interpolierten bzw. durch Extrapolation ab- 
geschatzten Umladungskonzentrationen. 














1 H.G. Bungenberg de Jong u. P. H. Tennissen, Kolloid-Beih, 47, 254, 
1938 und zwar 8. 261 u. 262. 
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Abb. 12. 


Tabelle VIL. Sulfatkolloide. 





Logarithmus der Umladungskouzentration 
Salz Aquiv. pro Liter 





Na-Karrageen 


K-Chondroitinsulfat 


Chininchlorid 0,30 —2 0,80 —2 
Strychninchlorid 0,96—2 (extrapoliert) 0,25—1 (extrapoliert) 
Novocainchlorid 0,75—1 0,96—1 

1,04 (extrapoliert) 0,90 (extrapoliert) 

0,85 0,90 

0,85 0,90 

0,88 0,91 


Bei den Messungen konnte Umladung nur mit Chinin- und Novocain- 
chlorid erreicht werden, die iibrigen Kurven enden infolge der un- 
gentigenden Léslichkeit der Salze in noch ziemlich groBem Abstand von 
dem Umladungsniveau. Bei den vorgenommenen Extrapolationen 
kann, soweit es sich um Zahlenwerte handelt, nur von Schatzungen 
die Rede sein. 


Die Reihenfolge der Umladungskonzentrationen erscheint uns fiir 
die Alkaloidkationen, von links nach rechts zunehmend, als gesichert: 


Chinin < Strychnin < Novocain < Guanidin. 


Beziiglich der Folge der Alkalikationen ergeben die Extrapolationen 
im Fall des Karrageens die Reihenfolge: 


K < Na < Li. 
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Die geradlinigen Extrapolationen ergeben fiir diese Kationen im 
Fall des Chondroitinsulfats nahezu den gleichen Wert der Umladungs- 
konzentration. 

Wir wissen jedoch aus friiheren Untersuchungen, bei denen wir 
durch Acetonzusatz die Umladungskonzentrationen erniedrigten, dab 
fiir Chondroitinsulfat, ebenso wir fiir Karrageen, die Reihenfolge: 

K < Na < Li 
ist. 
7. Diskussion der Versuchsergebnisse. 
a) Zusammenstellung derselben. 

In den Abb. 13, 14 und 15 sind die Umladungskonzentrationen 

entsprechend den vorangehenden Tabellen, ebenso die des in Mit- 
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Abb. 15. 
teilung I untersuchten alkoholléslichen Sojabohnenphosphatides auf 
iibereinander angeordneten horizontalen Niveaus eingetragen, und zwar 
in Abb. 13 die der untersuchten Phosphatkolloide, in Abb. 14 die der 
Carboxyl- und Sulfatkolloide und in Abb. 15 die der zur Untersuchung 
gelangten SiO,- bzw. TiO,-Praparate. 

Dabei ergeben sich bei den Alkaloid- und Alkalikationen die 

folgenden Reihenanordnungen: 





z Umladungskonzentrationen zunehmend angeordnet 
Untersuchte Objekte 





cinwertige Alkaloidkationen Alkalikationen 
Phosphatkolloide : 
Eilecithin Chinin < Strychnin < Novocain| Li < Na < K 
Sojabohnenphosphatid, < Guanidin 
alkoholléslich 
Sojabohnenphosphatid, 
alkoholunléslich * 
Na-Hefenucleinat 
Carboxylkolloide : 
Na-Arabinat Chinin < Strychnin < Novocain | K < Na < Li 
Na-Pektinat < Guanidin 
Sulfatkolloide: 
Na-Karrageen | Chinin < Strychnin < Novocain | K < Na < Li 
Na-Chondroitinsulfat ** < Guanidin 
SiO, und TiO, Chinin < Strychnin < Novocain | K < Na < Li 
< Guanidin 
* Beim Umladungspunkt verliuft nach Abb. 5 die Reihenfolge: Novocain—Guanidin um- 


gekehrt, obwohl die Reihenfolge der ansteigenden Kurveniiste die angegebene ist. 
** Vgl. Anmerkung 4 der Einleitung. 


b) Zur Frage des Polarisierungsvermégens der Alkaloidkationen. 

Zuriickgreifend auf die in der Einleitung formulierte Fragestellung 
konstatieren wir zwischen den kleinen anorganischen und den groBen 
Alkaloidkationen einen markanten Unterschied: 
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Wahrend bei den ersteren die Reihenfolge von der Zusammensetzung 
der negativen ionisierten Gruppe der Biokolloide abhangig ist, ist dies 
bei den letzteren nicht der Fall. 

An anderer Stelle wurde der Zusammenhang zwischen der Reihen- 
folge Li — Na — K und der starken Polarisierbarkeit der Phosphat- 
gruppe diskutiert’. Die bei den Alkaloidkationen stets gleichbleibende 
Reihenfolge zeigt an, daB sie mit Polarisationserscheinungen nicht 
zusammenhangt. Dies ware theoretisch auch nicht zu erwarten gewesen, 
da nur geniigend kleine Ionen betrachtlich polarisierend wirken kénnen, 
dieser Faktor bei groBen Ionen hingegen wegfillt *. 

Die Frage nach den Ursachen der starken spezifischen Unter- 
schiede der Alkaloidkationen in der Umladung, d.h. in ihrer Affinitat 
zu dem jeweiligen Biokolloid, erfihrt also infolge des Fortfallens des 
genannten Faktors eine Vereinfachung. 


c) Abhdngigkeit der Umladungskonzentration von der Ladungsdichte des 
Biokolloids., 


Beziiglich der Affinitat zwischen dem Kolloidanion und dem 
Alkaloidkation sei bemerkt, daB die Absolutwerte der Umladungs- 
konzentration noch kein (reziprokes) MaB fiir die Affinitat eines Alkaloid- 
kations zu einer ionisierten Gruppe des meist hochvalenten Kolloid- 
anions sind. So diirfte beispielsweise die Affinitaét des Chininions zu 
einer isoliert gedachten Phosphatgruppe eine ganz bestimmte sein, 
obwohl die untersuchten Phosphatkolloide in ihren Umladungs- 
konzentrationen mit Chininchlorid sehr starke Unterschiede zeigen. 
Wie festzustellen war, ist diese Umladungskonzentration bei Eilecithin 
am geringsten und steigt iiber die beiden Sojabohnenphosphatide zu 
dem 500fachen Wert bei Na-Hefenucleinat an. In der gleichen Reihen- 
folge nimmt aber auch die reziproke Hexolzahl betrachtlich ab, d. h. die 
Ladungsdichte (,,Aquivalentgewicht‘') stark zu. 

Zur Darstellung dieser Beziehung sind in Abb. 13 mit zunehmender 
Ladungsdichte von oben nach unten geordnet die vier Phosphat- 


1 P.H. Tennissen und H.G. Bungenberg de Jong, loc. cit. — ? Fortge- 
setzte Untersuchungen, in die auch Rb und Cs miteinbezogen wurden, be- 
stitigen dies, indem sich bei einem jeweiligen Vertreter eines Sulfat- und 
Carboxylkolloids die Reihenfolge Cs—-Rb—K—Na— Li zeigt, bei einem 
Phosphatkolloid hingegen Li — Cs —-Na— Rb K. Die letztgenannte Reihe 

Li- - - -Na~ 


~ 


kénnte auch wie folgt geschrieben werden: ~>K, d.h. die 
Cs---—-Rb’ 

Reihenfolge der gréBten Ionen, die fast nicht polarisierend wirken kénnen, 

ist die gleiche; es sind nur die kleinen Na- und Li-Ionen, die sich durch ihr 

Polarisierungsvermégen in der Reihenfolge nach vorn verschieben. (Aus- 

fiihrlicheres spater in den Kolloid-Beih.) 
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kolloide! dargestellt. Die vier horizontalen Niveaus, auf denen die 
Umladungskonzentrationen vermerkt sind, sind bei Ordinatenwerten 
vezeichnet, die den Logarithmen der reziproken Hexolzahlen der je- 
weiligen Biokolloide entsprechen. 

Es zeigt sich nun, daB die Umladungskonzentrationen der Alkaloid- 
chloride bei zunehmender Ladungsdichte, von einer einzigen Ausnahme 
abgesehen, ansteigen. Dies gilt auch fiir LiCl und, wie an anderer Stelle 
bereits ver6ffentlicht, allgemein auch fiir anorganische Kationen, von 
Na und K abgesehen. 

Die festgestellte Beziehung ist wohl am einfachsten so vorstellbar, 
daB sich die Anheftung des ersten Kations an das Biokolloid am leichte- 
sten vollzieht, d. h. bei kleiner Gleichgewichtskonzentration im Disper- 
sionsmittel geschieht. Jedes folgende Kation erfahrt eine AbstoBung 
durch die bereits angehefteten und erfordert infolgedessen im Disper- 
sionsmittel zunehmende Gleichgewichtskonzentrationen. Diese Ab- 
stoBung wird bei geringer Ladungsdichte des Biokolloids gering sein, 
da die Stellen der Anheftung, d.h. die ionisierten Gruppen des Bio- 
kolloids relativ weit voneinander entfernt sind. Je gréBer jedoch die 
Ladungsdichte, desto schwieriger die fortschreitende Anheftung bis 
zum Umladungspunkt, was sich in einer Zunahme der Umladungs- 
konzentration auBern wird. 


d) Abhdngigkeit der Umladungskonzentration von der Zusammensetzung der 
ionisierten Gruppe des Biokolloids. 

Man kann sich die Frage stellen, ob die Affinitat eines bestimmten 
Alkaloidkations zu einer isoliert gedachten ionisierten Gruppe auch 
noch von der chemischen Zusammensetzung der letzteren abhangig 
ist. Dies miiBte sich in Unterschieden der Umladungskonzentrationen 
von Biokolloiden mit gleicher Ladungsdichte, jedoch verschieden zu- 
sammengesetzten Gruppen auBern. Das vorliegende Versuchsmaterial 
gibt zur Beantwortung dieser Frage nur ungentigende Anhaltspunkte. 
Die folgende Mitteilung erméglicht jedoch auf Grund eines groBen 
Materials bzgl. der Flockung mit Alkaloidsalzen die SchluBfolgerung, 
daB die Affinitat eines Alkaloidkations zu einer isoliert gedachten ioni- 
sierten Gruppe des Biokolloides entsprechend der nachfolgenden Reihe 
von links nach rechts abnimmt: 


Phosphatgruppe > Sulfatgruppe > Carboxylgruppe. 
Die relative Lage der Umladungskonzentration fiir Chinin- und 


Strychninchlorid einerseits bei Arabinat (RHZ = 1068) und Pektinat 


1 Die in der Abbildung verwendeten Zahlenwerte fiir die RHZ. sind 
der Tabelle XV in H.G. Bungenberg de Jong u. P. H. Tennissen, Kolloid.- 
Beih. 47, 254, 1938 und zwar S. 310, entommen. 
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(RHZ = 1040), andererseits bei Chondroitinsulfat (RHZ = 290) und 
Karrageen (RHZ = 233) stimmt mit der Reihenfolge: Sulfatgruppe 
> Carboxylgruppe iiberein. Die beiden letztgenannten Substanzen 
sind bekanntlich Sulfatkolloide, und obwohl deren Ladungsdichte gréBer 
ist als die der beiden erstgenannten Carboxylkolloide, liegen deren 
Umladungskonzentrationen niedriger. Von dem gleichen Gesichts- 
punkt aus ist auch die relative Lage der Umladungskonzentrationen bei 
Chondroitinsulfat und Karrageen verstandlich, da es sich bei Karrageen 
um ein reines Sulfatkolloid, bei Chondroitinsulfat jedoch um ein ge- 
mischtes Sulfat-Carboxylkolloid handelt. Demzufolge ist es verstandlich, 
da die Umladung bei dem ladungsdichteren Karrageen bei noch 
niedrigeren Konzentrationen erfolgt, wie bei dem weniger ladungs- 
dichten Chondroitinsulfat. 

Ein Vergleich der Carboxylkolloide mit den Phosphatkolloiden gibt 
gleichfalls Anhaltspunkte fiir die Reihenfolge: 

Phosphatgruppe > Carboxylgruppe. 

Abb. 13 zufolge wiirde fiir em Phosphatkolloid mit einer RHZ 
von etwa 1000 fiir die Logarithmen der Umladungskonzentrationen 
folgen: Chininchlorid = 0,76 — 3 und Strychninchlorid = 0,76 — 2. 
Bei Arabinat und Pektinat mit der ungefahr gleichen RHZ = 1000 
finden wir Chininchlorid 0,03 — 1 bzw. 0,21 — 1 und fiir Strychnin- 
chlorid 0,36 — 1 bzw. 0;66 — 1, d. h. bei gleicher Ladungsdichte liegen 
die Umladungskonzentrationen bei den Carboxylkolloiden héher wie 
bei den Phosphatkolloiden. 


e) Die Affinitdtsunterschiede der Alkaloidkationen unter sich. 


Nachdem wir besprachen, daB die Umladungskonzentration von 
Faktoren abhangig ist, die wiederum zum Teil von dem Biokolloid selbst 
abharigen (Ladungsdichte des Kolloidanions und die chemische Zu- 
sammensetzung der ionisierten Gruppen desselben) wollen wir davon 
sprechen, da die Umladungskonzentration auch noch mit Faktoren 
des Alkaloidkations selbst in Zusammenhang steht. Darauf weist die 
folgende, stets gleichbleibende Reihenfolge hin: 

Chinin > Strychnin > Novocain > Guanidin. 

Die hier zur AuBerung gelangten Affinitatsunterschiede zu den 
ionisierten Gruppen der Biokolloide sind infolgedessen auf den EinfluB 
der organisch-chemischen Struktur der Alkaloidkationen zuriick- 
zufiihren. 


Bevor mit einem systematischen Studium dieser Struktureinfliisse 
begonnen werden kann, soll zundchst in der folgenden Mitteilung aus- 
fiihrlicher die Flockbarkeit der Biokolloide mit Alkaloidsalzen unter- 
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sucht werden. Dabei werden die in dieser Mitteilung nur sparlichen 
Hinweise auf eine Bedeutung der Ladungsdichte und der chemischen 
Zusammensetzung der ionisierten Gruppen der Biokolloide mit be- 
sonderer Deutlichkeit hervortreten. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird bei einer Anzahl von negativen Biokolloiden, die den 
Phosphat-, Carboxyl- und Sulfatkolloiden angehéren, die Reihenfolge 
der Umladung fiir Chinin-, Strychnin-, Novocain- und Guanidinchlorid, 
weiter fiir KCl, NaCl und LiCl bestimmt. 

2. Fiir die Alkaloidkationen wird stets die gleiche Reihenfolge von 
links nach rechts zunehmender Umladungskonzentrationen gefunden: 


Chinin < Strychnin < Novocain < Guanidin. 


Bei den Phosphatkolloiden erfolgt hingegen, im Gegensatz zu den 
Carboxyl- und Sulfatkolloiden: K < Na < Li eine Umkehr der Reihen- 
folge der Alkalikationen: Li < Na < K. 

3. Es wird gefolgert, daB iibereinstimmend mit der Erwartung die 
groBen Alkaloidkationen auf die negativen, ionisierten Gruppen der 
Biokolloide nicht polarisierend wirken. 

4. Die Umladungskonzentration eines Biokolloides mit einem 
Alkaloidchlorid (bzw. -nitrat) ist abhangig: 


a) von der chemischen Zusammensetzung der ionisierten Gruppe 
des Biokolloides, 

b) von der Ladungsdichte des Kolloidanions und 

ec) von der chemischen Struktur des Alkaloidions. 








Ultrafiltrationsversuche mit Insulin. 
Von 
Fritz Laseh, Wien. 
(Eingegangen am 11. Mai 1938.) 















Im Verlauf einer gréBeren Untersuchungsreihe iiber perorale 
Insulinverabreichung (1) (2) haben wir uns auch mit der Frage be- 
schaftigt, ob Insulin als ein K6rper mit groBem Molekulargewicht durch 
eiweiBdichte Membranen ohne Verlust seiner Wirksamkeit hindurch- 
treten kann. Die Angaben des Schrifttums hieriiber sind nicht zahlreich 
und widersprechen sich teilweise. Piper, Allen und Murlin (3) fanden 
ebenso wie Dingemanseé (4), Best und Macleod (5), Dudley (6) und 
Freudenberg (7), daB Insulin weder durch Pergamentmembranen noch 
durch Eisessigkollodiumfilter unter Erhaltung seiner —blutzucker- 
senkenden Wirkung hindurchtritt. T'aylor, Braun und Scott (8) konnten 
andererseits bei Dialyse durch Collodiumfilter mit gréBerer und kleinerer 
Durchlassigkeit einen Durchtritt des Insulins bei erhaltener biologischer 
Wirkung feststellen. Zu gleichen Ergebnissen kam Ammon (9) in anderer 
Versuchsanordnung (er arbeitete mit iiberlebenden tierischen Mem- 
branen). In letzter Zeit, als unsere Versuche bereits abgeschlossen 
waren, berichteten F. Schmid und~A. Riegert (10) ausfiihrlich iiber 
Ultrafiltration von Insulin mit Eisessigkollodiumfiltern verschiedener 
Porenweite. Durch Filter mit einer PorengréBe von 1300 bis herunter 
zu 50 my ging bei einem py von 4,3 Insulin véllig wirksam hindurch, 
waihrend Porenweiten von 5 mz das Insulin quantitativ zuriickhielten. 
Eine Trennung der EiweiBbestandteile (N) und des blutzuckerwirk- 
samen Anteils gelang ihnen daher durch die Ultrafiltration nicht. 


























Als wir unsere Versuche begannen, gingen auch wir von der An- 
nahme aus, da Insulin ohne Verlust seiner biologischen Wirkung nicht 
durch eiweiBdichte Ultrafilter hindurchgeht, und wollten untersuchen, 
ob dies durch Beigabe von resorptionsférdernden Stoffen (z. B. Saponine) 
geandert werden kénnte. Als wir aber die ersten Ultrafiltrate biologisch 
priiften, erhielten wir zu unserer Uberraschung eine deutliche Blut- 
zuckersenkung. Wir haben nun unsere Versuche quantitativ fort- 
gesetzt und durch chemische Untersuchungen der Ultrafiltrate erweitert. 
Uber das Ergebnis von iiber 30 solcher Versuche soll hier in Kiirze 
berichtet werden. 

Versuchsanordnung. 
Zur Ultrafiltration verwendeten wir die Ultrafiltergerite nach Bechhold- 


Kénig, wie sie von der Berliner Porzellanmanufaktur hergestellt werden. 
Wir nahmen solche von Ballonform mit 50 und 100 cem Inhalt und iiber- 
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zogen sie mit einer 10° igen Eisessigkollodiumlésung (Schering-Kahlbaum), 
wobei wir durch Koagulation in warmem Wasser sehr gute Filtrations- 
geschwindigkeiten erzielten. Diese Ultrafilter wurden bei Nichtgebrauch 
unter Wasser mit Thymolzusatz aufbewahrt und vor jedem Versuch auf 
EiweiBdichte gepriift. Sie hielten auch Proteosen zuriick. Die Ultra- 
filtration selbst wurde mit einer Elektrosaugpumpe derart vorgenommen, 
daB die Pumpe die Insulinlésungen aus einem Becherglas, in welches das 
Ultrafilter eintauchte, ins Innere desselben saugte. Hinsichtlich der Her- 
stellung der Filter sei auf die Arbeiten von Bechhold und Gutlohn (11) ver- 
wiesen. 

Als Insulin verwendeten wir das im Handel erhialtliche Insulin ver- 
schiedener Marken und verschiedener Starke (20 und 40 Einheiten im eem). 
Ultrafiltriert wurde bei py = 6,7 bis 6,8. Die Stickstoffbestimmungen 
erfolgten mit der Mikro-Kjeldahl-Methode, Aminosaéuren wurden nach 
Folin bestimmt, Verbrennungsanalysen wurden nach der Mikromethode 
von Pregl durchgefiihrt. Die genaue Versuchsanordnung ist, soweit nétig, 
bei jedem einzelnen Versuch angegeben. 


Versuch 1 (21. Januar 1937). 

25cem Insulin Leo (40 E. im eem) wurden durch 75 Minuten ultra- 
filtriert. AuBenfliissigkeit am Ende 5cem, Ultrafiltrat 20cem. Sulfo- 
salicylsiureprobe im Ultrafiltrat negativ. 

a) Insulinlésung zu Beginn: Albumosen positiv, Stickstoff 31,6 mg-%. 

b) AuBenflissigkeit am Ende: Albumosen stark positiv, Stickstoff 
103,8 mg-°%. 

c) Ultrafiltrat: Albumosen negativ, Stickstoff 4,6 mg-%%. 

Die biologische Priifung erfolgte an fiinf Ratten (von je 200g), von 
denen Nr. 1 und 2 je 0,5 cem Ultrafiltrat, Nr. 3 und 4 je 0,5 cem der AuBen- 
fliissigkeit und Nr. 5 0,5 cem der Insulinlésung zu Beginn der Filtration 
subeutan injiziert erhielten. Zu den Blutzuckerbestimmungen wurde das 
Blut aus der Schwanzvene (nach Rappaport-Pistiner) in niichternem Zu- 
stande, 1'/, und 3 Stunden nach der Injektion entnommen. 

Blutzuckerwerte in mg-%. Nr. 1: 80, 41, 27; Nr. 2: 78, 29, 20 (sterbend). 
Abfall 53 und 58 mg. Nr. 3: 69, 27, 17; Nr. 4: 81, 34, 15. Abfall 52 und 
66mg. Nr. 5: 81, 22, 17. Abfali 64 mg. 

Das Ultrafiltrat ist also bei negativer Albumosenreaktion und 
stark vermindertem Stickstoffgehalt sicher noch blutzuckerwirksam. 
Mit der Ausgangslésung verglichen ist die Insulinwirkung noch ziemlich 
betrachtlich, anscheinend sogar vollig gleich. Die orientierende Priifung 
an Ratten kann jedoch nicht als quantitativ einwandfrei bezeichnet 
werden, wie aus den spateren Versuchen, zu denen Kaninchen verwendet 
wurden, hervorgeht. Auf die hier angegebene Weise haben wir in elf 
Versuchen verschiedene Insulinproben (Leo, Bayer, Wellcome, Novo, 
Schering, Lilly) wiederholt auf ihre Ultrafiltrierbarkeit gepriift und 
haben ausnahmslos ein gleich positives Ergebnis erhalten. Immer war 
bei starker Verminderung des Stickstoffgehalts die blutzuckersenkende 
Eigenschaft des Ultrafiltrats erhalten geblieben. 


F. Lasch: 


Versuch 2 (5. Marz 1937). 

25cem Insulin Leo (20 E. im ecm) wurden durch 90 Minuten ultra- 
filtriert. 13cem Ultrafiltrat. Sulfosalicylsiureprobe im Ultrafiltrat negativ. 
Stickstoffgehalt des Ausgangsinsulins 17,5 mg-%, des Ultrafiltrats 4,8 mg-°,. 
Die biologische Auswertung wurde an Kaninchen von 2 kg, die 24 Stunden 
vorher ohne Nahrungszufuhr blieben, vorgenommen. Die Injektion erfolgte 
intravendés, das Blut fiir die Blutzuckerbestimmungen wurde aus der Ohrvene 
(nach Hagedorn-Jensen) in niichternem Zustande, 30 Minuten, 1, 2 und 
3 Stunden nach der Injektion entnommen. 

a) 0,5 cem Ultrafiltrat. Blutzucker: 104, 92, 83, 97, 107 mg-%. Also 
nur ein geringer Abfall um 21 mg. 

b) 5ecem Ultrafiltrat wurden im Vakuum im Wasserbad von 76° auf 
l cem, d. h. also fiinffach, eingeengt. Vom eingeengten Ultrafiltrat 0,5 eem 
injiziert. Blutzucker: 100, 59, 73, 80, 92 mg-°,. Abfall starker, namlich 
41 mg. 

ec) 5eem Ultrafiltrat wurden im Vakuum im Wasserbad von 76° auf 
0,5 cem, also auf das Zehnfache, eingeengt. Diese 0,5 cem wurden injiziert. 
Blutzucker: 109, 41, 26 mg-% (wegen hypoglykamischer Krampfe ab- 
gebrochen). Abfall somit 83 mg. 

d) 0,5 cem Insulin der Ausgangsl6sung. Blutzucker: 116, 48, 27, 34, 
41 mg-%. Abfall um 82 mg. A 


Dieser Versuch mit seiner genauen quantitativen Auswertung 
zeigt, daB bei einer betrachtlichen Stickstoffverminderung zwar ein 
gréBerer Teil des blutzuckerwirksamen Anteils nicht ins Ultrafiltrat 
gelangt, daB aber doch ein Teil des wirksamen Insulins auch durch 


eiweiBdichte Ultrafilter hindurchgeht.* Dieser Anteil betragt ungefahr 
10 bis 20°, und wir erhielten in sechs derartigen Versuchen (Insulin 
Novo, Leo, Bayer, Wellcome, Schering) immer das gleiche Ergebnis. 
In einigen Versuchen bestimmten wir auch auBer dem Gesamtstickstoff 
die Aminosaduren in den einzelnen Fraktionen, wie der hier mitgeteilte 
Versuch 3 zeigt. 
Versuch 3 (22. Februar 1937). 

25 ecm Insulin Bayer (20 E. im cem) ultrafiltriert. Dauer 2 Stunden. 
Am Ende 5cem AuBenfliissigkeit, 20 cem Ultrafiltrat. Sulfosalicylsaure- 
probe im Ultrafiltrat negativ. 

a) Insulinlésung zu Beginn: Stickstoff 22 mg-°,, Aminosduren 
0,231 mg-% . 

b) AuBenfliissigkeit nach der Ultrafiltration: Stickstoff 57,8 mg-%%, 
Aminosauren 0,310 mg-%. 

ce) Ultrafiltrat: Stickstoff 1 mg-%, Aminosaéuren 0,231 mg-%. 

Die biologische Priifung erfolgte wieder an Kaninchen durch intra- 
vendse Injektionen genau wie bei Versuch 2. 

a) Insulinlésung zu Beginn: (0,5 eem) Blutzuckerabfall in 1 Stunde um 
74 mg. 

b) Ultrafiltrat (0,5cem des zehnfach eingeengten): Blutzuckerabfall 
in 1 Stunde um 75 mg. 


Eine wesentliche Anderung des Gehalts an Aminosauren trat also 
im Ultrafiltrat trotz des stark verminderten Gesamtstickstoffgehalts 
und des Erhaltenbleibens eines Teiles der biologischen Wirkung nicht ein. 
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Zum SchluB soll noch ganz kurz iiber einige Ergebnisse berichtet 
werden, die wir beim Einengen der ultrafiltrierten Insulinlésungen 
erhielten. Diese Versuche sind noch nicht abgeschlossen und werden 
fortgesetzt. Als wir einmal 4000 E. Insulin Bayer ultrafiltrierten, wobei 
wir 130 cem Ultrafiltrat erhielten, und das Filtrat im Vakuum bei 76° 
im Wasserbad auf 13 ccm einengten, kristallisierten nach 24stiindigem 
Stehen in dem eingeengten Ultrafiltrat spitze, feine, weiBe Nadeln aus. 
Wir saugten diese von der Mutterlauge ab, trockneten sie und priiften 
die Mutterlauge und die Kristalle biologisch, wobei wir letztere in 
etwas n/100 HCl oder Phosphatpuffer von py 7,4 lésten. Wahrend 
nun das zehnfach eingeengte Ultrafiltrat vor dem Ausfallen der Nadeln 
die volle Blutzuckerwirksamkeit wie die Ausgangsinsulinlésung zeigte, 
erwiesen sich die Mutterlauge und die Lésung der Kristalle vollig 
wirkungslos, auch wenn wir eine Lésung von | mg des kristallisierten 
Stoffes oder 5 ccm Mutterlauge intravenés (Kaninchen) verabreichten. 
Wir wiederholten diesen Versuch noch zweimal mit Insulin Novo und 
Bayer mit dem gleichen Ergebnis, wobei einmal die Kristallnadeln 
beim Stehenlassen von selbst, im zweiten Versuch jedoch erst nach 
Impfung mit einem kleinen Kristall, der beim ersten Versuch gewonnen 
wurde, ausfielen. Ein Versuch sei ausfiihrlich wiedergegeben. 


Versuch 4 (3. April 1937). 

4000 E. Insulin Novo (20 E. im cem) ultrafiltriert. Ultrafiltrat 125 eem. 
Sulfosalicylsiureprobe im Ultrafiltrat negativ. Stickstoffgehalt des Aus- 
gangsinsulins 19,8 mg-°, des Ultrafiltrats 2,8 mg-%. Das Ultrafiltrat 
wurde im Vakuum im Wasserbad bei 76° aufs Zehnfache (12,5 ccm) ein- 
geengt. Nach 24stiindigem Stehen kristallisierten feine, spitze, weile 
Nadeln aus, die nach Abnutschen im Vakuumexsikkator iiber Phosphor- 
pentoxyd getrocknet wurden. 

Die biologische Priifung (an Kaninchen) ergab bei intravenéser Injek- 
tion von: 

a) 0,5ceem Ausgangsinsulin: Abfall des Blutzuckers um 81 mg; 

b) 0,5cem des zehnfach eingeengten Ultrafiltrats: Abfall des Blut- 
zuckers um 94 mg; 

c) Img kristallisierte Substanz in 0,5cem n/100 H Cl gelést: keinen Abfall 
des Bhatzuckers; 

d) 5cem Mutterlauge: keinen Blutzuckerabfa!l. 


Wir haben nun die Zusammensetzung der auskristallisierten 
Nadeln durch Verbrennungsanalysen zu ermitteln versucht und mit 
den im Schrifttum angegebenen Werten von kristallisiertem Insulin 
verglichen. Diese Versuche ergaben: 


Kristalle aus Insulin Novo. C 55,12; H 550%; N 0,289); S unter 
0,19); Riickstand 1,78; Schmelzpunkt 129°. 

Kristalle aus Insulin Bayer. C 51,15%; H 7,87%; N 0,92°; S unter 
1,19; Riickstand 2,1°4; Schmelzpunkt 124°. 

Kristallisiertes Insulin [nach Abel (12)}. C 49.91%; H 7,169); N 
14,919); S 3,00%; Riickstand 0,219; Schmelzpunkt 233°. 
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Es zeigte sich also, daB bei nahezu gleichem Gehalt an C und H 
der N durch die Ultrafiltration wesentlich vermindert war und gleich 
zeitig auch die biologisch so wichtige Schwefelgruppe. Da jedoch das 
eingeengte Ultrafiltrat vor dem Auskristallisieren, wie oben gezeivt 
wurde, voll wirksam war, so muB beim Ausfallen der Nadeln die wirk. 
same Gruppe irgendwie zerlegt worden sein, da weder in den Kristallen 
noch in der Mutterlauge eine blutzuckersenkende Wirkung nach. 
gewiesen werden konnte. In welcher Weise dies mit einer Zerstérung 
des Schwefels einhergeht, kann derzeit noch nicht entschieden werden. 
Weitere Versuche sollen in dieser Frage Klarheit bringen. 

Zusammenfassend ergeben unsere Versuche, daB in den Lésungen 
von Handelsinsulin verschiedener Marken zumindest ein Teil (ungefahr 
10 bis 20°) des Insulins durch eiweiBdichte Ultrafilter unter Erhaltung 
seiner blutzuckersenkenden Wirkung hindurchgeht, trotzdem sich der 
Gesamtstickstoffgehalt, nicht aber der Aminosaurengehalt, sehr stark 
vermindert. DaB es sich hierbei nur um einen Teil des wirksamen 
Insulins handelt, beweist die Tatsache, daB die Ultrafiltrate zur Er- 
reichung des gleichen Blutzuckerabfalls wie durch das Ausgangsinsulin 
auf das Fiinf- bis Zehnfache eingeengt werden miissen. Nach Einengen 
von gréBeren Mengen des biologisch wirksamen Ultrafiltrats kam es 
nach langerem Stehen zum Auskristallisieren von weiBen, spitzen, 
feinen Nadeln, die jedoch ebenso wie die Mutterlauge keine blutzucker- 
senkende Wirkung bei der Injektion zeigten. Die chemischen Analysen 
der Nadeln zeigten im Vergleich mit den Angaben iiber kristallisiertes 
Insulin im Schrifttum wesentlich weniger Stickstoff und vor allem 
eine starke Verminderung der biologisch wichtigen Schwefelgruppen. 
Die Versuche werden fortgesetzt. 
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Untersuchungen iiber die Rolle des Muskelgewebes 
als Quelle sekretionssteigernder Hormone. 
Zur Frage nach dem Sekretionsmechanismus der Pankreasdriise. 
Von 
R. Krimberg. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Riga.) 


(Eingegangen am 6. April 1938.) 


Schon Bayliss und Starling (1) hatten die Beobachtung gemacht, daB 
die nach ihrer Methode dargestellten Extrakte der Duodenal- und Diinn- 
darmschleimhaut auBer einer Sekretionssteigerung der Pankreasdriise 
auch noch eine Senkung des Blutdrucks verursachen. Gleichzeitig hatten 
sie darauf hingewiesen, daB die den Blutdruck herabsetzende Substanz 
durch vorherige erschépfende Extraktion der Schleimhaut mit ab- 
solutem Alkohol entfernt werden kann, und daB folglich die Sekretion 
der Driise von dieser Substanz unabhangig sei. Popielski (2) hat die 
Meinung ausgesprochen, daB das nach der Originalmethode von Bayliss 
und Starling dargestellte Sekretin seine safttreibende Wirkung auf die 
Pankreasdriise einem gefiBerweiternden, von ihm als Vasodilatin 
benannten Stoff zu verdanken habe. AnschlieBend daran sind mehrere 
andere Autoren bemiiht gewesen zu zeigen, daB das eigentliche se- 
kretionsanregende Agens auf den arteriellen Blutdruck ohne EinfluB ist. 
In der Annahme, daB dieses Agens ein wohlcharakterisiertes chemisches 
Individuum sein miisse, haben sie verschiedene Reinigungsmethoden 
angewandt, um das Sekretin von der vasodilatorischen bzw. der den 
Blutdruck herabsetzenden Substanz zu befreien. Nur eine dieser 
Methoden, namlich die von Mellanby (3) veréffentlichte, sei hier kurz 
erwahnt. Dieser Autor gibt an, daB das gesamte Sekretin aus der 
Schleimhaut mit absolutem Alkohol bei Zimmertemperatur ausgezogen 
und nachher aus saurer, wassriger Lésung an Gallensalze adsorbiert 
werden kann. Dazu méchten wir nur bemerken, daB man mit Recht 
daran zweifeln kann, ob das nach Mellanbys Methode gereinigte Sekretin 
mit dem nach Bayliss und Starling gereinigten identisch ist, denn, wie 
oben erwahnt, haben die Entdecker des Sekretins eine von der blut- 
drucksenkenden Substanz freie Lésung desselben dadurch erhalten, daB 
sie den Riickstand, welcher nach Erschépfung der Schleimhaut mit ab- 
solutem Alkohol hinterblieben war, mit Salzsdiure mazerierten. 

In der Literatur gehen die Angaben der verschiedenen Autoren 
iiber die chemische Natur und die Eigenschaften der von ihnen dar- 
gestellten und fiir rein gehaltenen Praparate des Darmsekretins sehr 
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weit auseinander. Mellanby z. B. meint neuerdings, daB es sich um ein 
Polypeptid handeln soll, aber man hat auch an eine sekundare Al- 
bumose, an ein Pepton, oder sogar an einen histaminahnlichen Kérper 
gedacht. Als besonders interessant bezeichnet Delezenne (4) die Tat- 
sache, daB das Sekretin gegen die Einwirkung aller proteolytischen 
Fermente (des Pepsins, Trypsins, Erepsins usw.) in hohem Grade 
empfindlich ist. Nach unserer Uberzeugung ist weder das nach ver- 
schiedenen Methoden gereinigte noch ganz besonders das unter physio- 
logischen Verhdltnissen wirksame Sekretin der Darmschleimhaut ein 
chemisches Individuum. Wir sind der Meinung, da®B in einem mit Hilfe 
indifferenter Lésungsmittel aus der Darmschleimhaut dargestellten 
Extrakt ein Gemisch von sekretionsbeschleunigenden Hormonen ent- 
halten ist, welches den physiologischen Verhaltnissen mehr entspricht 
als die gereinigten Sekretinpraparate. 

Die Beobachtungen verschiedener Autoren sprechen dafiir, daB 
die Sekretion der Bauchspeicheldriise von den jeweiligen Schwankungen 
des Blutdrucks in hohem Mae unabhangig ist; dieselben beeinflussen 
die Sekretion nur insofern, als sie, die Volumengeschwindigkeit des 
Blutes in der Driise entweder erhéhen oder herabsetzen. Was aber die 
gefaBerweiternden Substanzen anbelangt, so ist bis jetzt noch kein 
Beweis dafiir geliefert worden, daB die Sekretion der Driise die unmittel- 
bare Folge der vasodilatatorischen Wirkung dieser Substanzen ist. 
Die Vasodilatation, welche ja in den verschiedensten Organen gleich- 
zeitig in Erscheinung tritt, hat eine betrachtliche Senkung des all- 
gemeinen arteriellen Blutdrucks zur Folge und setzt aus diesem Grunde 
die Volumengeschwindigkeit des Blutes im Pankreas eher herab [Dele- 
zenne (5))}. 

Es muB aber auch betont werden, daB die mit Hilfe verschiedener 
Lésungsmittel und ganz besonders die mit kochender Mineralsaure dar- 
gestellten Extrakte aus Darmschleimhaut weder qualitativ noch quanti- 
tativ mit denjenigen Hormongemischen zu vergleichen sind, welche 
unter physiologischen Verhaltnissen die Tatigkeit der Driise hervorrufen 
und unterhalten. AuBerdem stammen die sekretionssteigernden Hor- 
mone, welche die Bauchspeicheldriise zur normalen Tatigkeit anregen, 
wohl sicher nicht aus der Darmschleimhaut allein, sondern dieselben 
werden auch in verschiedenen anderen Organen und zu einem geringen 
Teil natiirlich auch in der Driise selbst gebildet oder dort vielleicht auf- 
gespeichert. Dazu kommen noch chemische Erreger aus den Nahrungs- 
mitteln sowie aus den Verdauungssaften in Betracht, welche aus dem 
Darmkanal zur Resorption gelangen kénnen. 

Es wird heute vielfach die Meinung vertreten, daB die in den 
Organen wirksamen Stoffe entweder aus einem vorgebildeten Vorrat 
auf nervésem Wege frei gemacht werden, oder erst aus unwirksamen 
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Vorstufen als direkte Folge der Nervenreizungen synthetisch gebildet 
werden kénnen (6). Fiir eine solche Auffassung fehlt bisher jeder 
Beweis. Es ist jedoch allgemein bekannt, daB durch Nerveneinfliisse die 
Permeabilitatsverhadltnisse in der Zelle gedndert werden, wodurch vor allem 
der Austausch nicht nur mit der Umgebung, sondern auch zwischen 
den verschiedenen Teilen im Innern der Zelle erleichtert bzw. gehemmt 
wird. Die Meinung, daB die wirksamen Stoffe nur im tatigen Organ 
selbst durch den Nervenreiz frei gemacht oder synthetisch gebildet 
werden kénnen, ist fiir die Bauchspeicheldriise augenscheinlich nicht 
zutreffend, denn sonst miiBte ja auch die Lehre von der humoralen 
Wirkungsweise des Darmsekretins aufgegeben werden. Sie ist aber 
auch fiir alle tibrigen Driisen nicht zutreffend, die Speicheldriisen nicht 
ausgenommen, erstens, weil der Arbeitsmechanismus in jeder Zelle der 
verschiedenen Driisen sicher ein und derselbe ist, und zweitens, weil die 
sekretionsférdernden Hormone fiir einzelne Driisenarten nicht spezifisch 
sind, so daB die einzelnen Driisen auch nicht auf die Bildung spezieller 
Sekretionserreger angewiesen sind. Vielleicht stammt der gréBte Teil 
der aufgespeicherten Erreger vom Blute her. 

Wir stellen uns also vor, daB wahrend der Driisenarbeit sekretions- 
fordernde Agenzien aus mehreren Quellen ins Blut gelangen, und zwar 
in solcher Kombination, daB der Blutdruck iiberhaupt nicht gest6rt wird. 
Diese Moéglichkeit wird besonders wahrscheinlich durch die Tatsache, 
daB die verschiedenen die Driisensekretion auslésenden Extrakte sowohl 
blutdruckerniedrigende als auch blutdrucksteigernde Substanzen ent- 
halten. Aus einer Untersuchung von O. Fiirth (7) und C. Schwarz geht 
z. B. hervor, da8 in dem nach dem Verfahren von Bayliss und Starling 
bereiteten Sekretin aus Darmschleimhaut Cholin enthalten ist. Nach 
der Ansicht der genannten Autoren ist das Sekretin offenbar keine ein- 
heitliche Substanz, vielmehr ein Gemenge mehrerer die Driisensekretion 
auslésender Agenzien, von denen eines zweifellos das blutdrucksenkende 
Cholin ist. Andererseits enthalt das von uns dargestellte Sekretin- 
gemisch aus Muskel das blutdrucksteigernde Methylguanidin, obwohl 
dieses Gemisch als solches einverleibt den Blutdruck ebenso wie das 
Darmsekretin senkt. Aus dem Gesagten gelangen wir zu dem SchluB, 
daB man keinen Grund hat, einer endogenen Substanz, die sekretions- 
beschleunigend wirkt, die Mitwirkung am natiirlichen Sekretionsprozep 
einer Driise abzusprechen nur deswegen, weil die isolierte Substanz im 
Experiment auch den Blutdruck beeinflupt. 

Es ist gezeigt worden, daB die Extrakte aus der Darmschleimhaut 
eine bedeutend schwiachere Wirkung auf die Pankreasdriise haben, 
wenn sie in das peripherische Ende einer Arterie oder auch in die Pfort- 
ader injiziert werden; injiziert man sie aber in das Zellgewebe, so sind 
sie iiberhaupt beinahe wirkungslos (8). Das Blut und die Gewebe haben 
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demnach die Eigenschaft, das Sekretin zu fixieren oder zu zerstéren. 
Das physiologische Inkret der Darmschleimhaut geht aber den Weg 
iiber die Pfortader, wobei es dann in der Leber seine Wirkung wenigstens 
teilweise einbiiben miiBte. Wir wissen nicht genau, wieviel Sekretin 
unter physiologischen Verhaltnissen in der Leber unwirksam gemacht 
wird, aber man darf vermuten, daB dieser Anteil noch gr6Ber sein 
k6énnte als im Experiment. Hier wird die Konzentration der direkt in 
die Pfortader injizierten, aktiven Stoffe ziemlich schnell so hoch, wie 
sie physiologisch vielleicht niemals méglich ist. Man muB8 fragen, ob die 
Darmschleimhaut unter den erwihnten Umstanden iiberhaupt imstande 
ist, dem Pankreas soviel Sekretin zukommen zu lassen, daB die Driise 
einige Stunden lang ergiebig sezernieren kann, und ob nicht im Or- 
ganismus auch noch andere Quellen vorhanden sind, aus welchen 
die fiir die Driisenarbeit nétigen Sekretine stammen kénnten. 

Man hat vielfach versucht, auch aus verschiedenen anderen Or- 
ganen und Geweben Sekretine darzustellen, jedoch glaubte man den- 
selben eine physiologische Bedeutung absprechen zu miissen, weil die 
sekretionsbeschleunigende Wirkung- dieser meist nach der Original- 
methode von Bayliss und Starling erhaltenen Extrakte im Verhaltnis 
zu Praparaten des Darmsekretins zu schwach war; dies gilt auch fiir 
Extrakte aus Muskelgewebe. Der Grund dafiir ist wohl der, daB die 
Muskelextrakte viel kompliziertere Gemische sind als die Extrakte aus 
Darmschleimhaut und daB die Muskefextrakte eine groBe Menge von 
Stoffen enthalten, welche die Wirkung der sekretionsbeschleunigenden 
Bestandteile stéren oder unméglich machen. 

Vor einigen Jahren haben wir gezeigt, daB dem Methylguanidin 
in hohem Grade die Fahigkeit eigen ist, die Absonderung des Pankreas- 
saftes und der Galle hervorzurufen und unter Umstanden dieselbe sogar 
fiir mehrere Stunden im Gange zu erhalten (9). Etwas spater haben wir 
iiber Fraktionierungsversuche des durch Phosphorwolframsaure fall- 
baren Teils der Fleischextrakte berichtet. Dabei gaben wir die Ergeb- 
nisse der Versuche tiber die eventuelle Fahigkeit der dargestellten 
Fraktionen, die Absonderung des Pankreassaftes und der Galle hervor- 
zurufen bzw. zu verstarken, an (10). Die Fraktionierung des Phosphor- 
wolframsaureniederschlags der Extrakte aus frischem Rindfleisch und 
aus Liebigs Fleischextrakt war im allgemeinen nach dem von Gulewitsch 
und seinen Schiilern ausgearbeiteten und von Krimberg beschriebenen 
Verfahren ausgefiihrt worden (11). Hierbei wird der bei weitem gréBte 
Teil der physiologisch aktiven Stoffe, welche auf humoralem Wege 
sowohl die Sekretion des Pankreassaftes als auch die Gallenexkretion 
steigern kénnen, durch die kombinierte Anwendung von Silbernitrat 
und Bariumhydroxyd abgeschieden und geht in die Carnosin-Methyl- 
guanidinfraktion iiber. Unter den sekretionssteigernden Stoffen diirfte 
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in diesem Fall das Methylguanidin wohl die Hauptrolle gespielt haben, 
denn das Carnosin, allerdings allein, war auf die Pankreasdriise ohne 
irgendeinen merkbaren EinfluB. Auch die Carnitinfraktion erwies sich 
in dieser Hinsicht als nur sehr wenig aktiv. Vor allem haben wir durch 
diese Arbeit die von Krimberg schon seit Jahren vertretene Ansicht 
bestatigen kénnen, daB das Muskelsystem als ein wichtiger Bildungsort 
der sekretionssteigernden Hormone (u. a. auch fiir die Pankreasdriise und 
die Leber) im Kérper angesehen werden muf. 

Auf Grund der schon im Jahre 1916 von Ewins zuerst gemachten 
Beobachtung, daB das Kreatin durch Silberoxyd sehr leicht zu Methyl- 
guanidin oxydierbar ist, wird nun in der Literatur vielfach die Meinung 
vertreten, daB das Silberbarytverfahren als Methode zum Nachweis 
praformierten Methylguanidins vollkommen ungeeignet ist. Man 
nimmt an, daB das nach diesem Verfahren aus dem Fleischextrakt 
erhaltbare Methylguanidin ein Kunstprodukt ist. Es ist auch behauptet 
worden, daB die Pankreasdriise durch das Methylguanidin zur Sekretion 
iiberhaupt nicht angeregt werden kénne. Demgegeniiber muB ich aber 
ausdriicklich betonen, da weder die eine noch die andere Behauptung 
den Tatsachen entspricht. Schon vor langerer Zeit ist auf meine Veran- 
lassung im hiesigen Institut der Versuch gemacht worden, das Methyl- 
guanidin aus lebensfrischen Muskeln zu isolieren ohne dabei das Silber- 
barytverfahren zu benutzen oder Mercurisalze bzw. Salze anderer 
Schwermetalle in Anwendung zu bringen (12). Danach ist in lebens- 
frischem Rindermuskel das Methylguanidin zweifellos vorhanden, aller- 
dings nicht in solcher Menge wie man es daraus nach dem Silberbaryt- 
verfahren gewohnlich isolieren kann. Aus 1 kg frischer Muskeln wurden 
nach dem angewandten, allerdings nicht quantitativen Verfahren, nur 
etwa 0,06 g Methylguanidin, als freie Base berechnet, isoliert und 
chemisch identifiziert. Wie schon erwahnt, muB das Methylguanidin 
als ein sehr starker Erreger der Bauchspeicheldriise anerkannt werden, 
wenn auch seine isolierte Einverleibung manchmal ohne Erfolg bleiben 
kann. Dies erklart sich aber nach unserer Meinung dadurch, daB das 
Methylguanidin gleich all den iibrigen sekretionssteigernden Hormonen 
durchaus kein spezifisches Agens ist. Daneben kann es, da im Tier- 
experiment bei geschlossenem Pfértner die Regulierung der Wirkung 
des injizierten Hormons seitens der Schleimhaut des Verdauungs- 
traktus ausbleibt, seinen sekretionserregenden Einflu8 zuweilen anstatt 
auf die Pankreasdriise hauptsachlich auf andere Driisen ausiiben. 

Um dennoch allen Einspriichen gegen die angewandte Frak- 
tionierungsmethode vorzubeugen, suchten wir spater nach einer Fraktion 
der Phosphorwolframsaurefallung der Extrakte aus Fleisch, welche ohne 
die Benutzung eines Schwermetallsalzes dargestellt und ins Blut in- 
jiziert stets eine Absonderung des Pankreassaftes hervorzurufen bzw. zu 
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vermehren imstande war. Wir konnten eine solche Fraktion durch Ex- 
traktion des mit Phosphorwolframsaure fallbaren Teiles der wassrigen 
Ausziige der Muskel mit Alkohol erhalten. In wiassrige Lésung iiber- 
gefiihrt und einem Versuchstier mit vorschriftsmaBig angelegter Pan- 
kreasfistel in geniigender Menge ins Blut injiziert ruft diese Fraktion 
unfehlbar eine bedeutende Sekretion hervor, deren Beginn und Verlauf 
interessanterweise der Sekretion dieser Driise unter dem EinfluB des 
Sekretins aus der Darmschleimhaut gleicht. Ich méchte daran erinnern 
daB nach Mellanby mit Alkohol auch das gesamte Sekretin aus der 
Darmschleimhaut extrahiert werden kann. Damit sei aber nicht gesagt, 
daB die aktive Fraktion aus dem Fleischextrakt chemisch dem Sekretin 
aus Darm gleichzustellen ware. Wir machten wehl den Versuch, ein 
wirksames Prinzip nach Mellanbys Angabe mit gallensaurem Salz zu 
adsorbieren, jedoch ohne Erfolg. 


Darstellung der sekretionssteigernden Fraktion aus dem Muskelextrakt. 
Man kann eine sekretionssteigernde Fraktion sowohl aus ganz 
frischem Muskelfleisch wie auch au& Liebigs Fleischextrakt darstellen. 
Will man sich eine gréBere Menge der wirksamen Stoffe herstellen, so 
ist es ratsam, von den Muskeln nicht weniger als 2 bis 3 kg, von Liebigs 
Fleischextrakt aber mindestens etwa ein Viertel kg in Arbeit zu nehmen. 


Die gereinigten Fleischstiicke werden durch eine Hackmaschine in 
etwa 5 Liter auf 90° vorgewarmten destillierten Wassers gegeben; die Extrak- 
tion wird dann noch eine halbe Stunde bei 70 bis 80° fortgesetzt. Der 
gewonnene Extrakt wird durch Filterleinen abfiltriert, der Riickstand ab- 
gepreBt und einer nochmaligen zweiten und dritten Extraktion mit je 
3 Liter Wasser wahrend je 30 Minuten bei 70 bis 80° unterworfen. Man 
macht die alkalisch reagierenden Extrakte mit Essigsiure schwach sauer, 
engt sie auf dem Wasserbad bis auf etwa 1 Liter ein und filtriert. Das 
Filtrat wird mit Schwefelséure bis zu 3°, versetzt umd mit konz. Phosphor- 
wolframsaure ausgefallt, bis eine 1 °,ige Lésung dieser Saure keine weitere 
Fallung mehr gibt. Der im Eisschrank aufbewahrte Niederschlag wird 
am anderen Tage abgenutscht und dreimal mit je etwa einem halben Lite: 
3° iger Schwefelsiure, die auch 1°, Phosphorwolframséure enthalt, ge- 
waschen. Die Phosphorwolframate zerlegt man auf die iibliche Weise mit 
Bariumhydroxyd, befreit sofort das Filtrat mit Kohlenséiure vom Baryt- 
iiberschuB, engt auf dem Wasserbad bis zu etwa einem halben Liter ein und 
filtriert. Die stark alkalische Fliissigkeit wird bis zu schwach alkalischer 
Reaktion mit Salzsiure versetzt und bis zur Sirupkonsistenz abgedampft. 
Nach etwa 3 Tagen werden die abgeschiedenen Kristalle (Kreatin und 
KCl) abgesaugt und mit wenig eiskaltem Wasser gewaschen. Die Mutter- 
lauge wird nun mit Salzsaure bis zu deutlich lackmussaurer Reaktion 
gebracht, mit einer reichlichen Menge Kieselgur vermischt und, um die 
letzten Wasserreste zu entfernen, mit Alkoho! wiederholt abgedampft. 
Die pulverisierte Masse extrahiert man nun im Soxhlet-Apparat mit 96 °oigem 
Alkohol, wobei man den Alkohol nach je 24 Stunden zwei- bis dreimal 
durch frischen ersetzt. Die vereinigten und bis auf etwa 100 ccm eingeengten 
alkoholischen Ausziige scheiden beim Stehen wihrend einiger Tage einen 
Niederschlag ab, welcher abgesaugt und mit kaltem Alkohol gewaschen 
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wird. Aus dem Filtrat wird der Alkohol véllig vertrieben. Der Rest wird 
in 50eem Wasser gelést, die Lésung in fiinf Reagensgliser zu je 10 cem 
verteilt, im Autoklaven 40 Minuten bei 105° sterilisiert und so fiir das Tie1 
experiment aufbewahrt. 

Wir machten auch den Versuch, aus den Fleischriickstanden nach den 
ersten wissrigen Ausziigen sekretionssteigernde Stoffe nach Starling mit 
Salzsiure zu erhalten. Ein Teil dieser Riickstande wurde zuerst durch 
Abdampfen mit Alkohol auf dem Wasserbad und schlieBlich im Vakuum- 
exsikkator getrocknet ; 30 g der trockenen Substanz wurden mit n/10 Salz- 
siure versetzt. Wegen der groBen Quellungsfahigkeit der Muskeleiweil- 
kérper geniigte dabei die von Bayliss und Starling zur Darstellung des 
Darmsekretins empfohlene vierfache Menge Salzsaure allerdings nicht, 
sondern erst wenn 400 cem Saure hinzugefiigt worden waren, konnte der 
diinne Brei aufgekocht und dann abgesaugt werden. Das etwa 70 cem 
betragende Filtrat wurde mit Natriumearbonat neutralisiert. Auch diese 
Lésung hatte recht bedeutende sekretionserregende Wirkung auf die Pan- 
kreasdriise. 

Auber zwei Portionen Rindfleisch haben wir auch noch eine kleinere 
Menge Hundemuskel auf die soeben beschriebene Weise verarbeitet, 
wobei ebenfalls eine Fraktion erhalten wurde, welche die Absonderung 
des Pankreassaftes und der Galle steigerte. Viel konzentrierter sind die 
sekretionssteigernden Hormone jedoch in Liebigs Fleischextrakt vor- 
handen. Bearbeitet man den mit Phosphorwolframsaure fallbaren Teil 
dieses Extraktes wie oben angegeben, so kann man sich leicht eine gropere 
Menge Muskelsekretin herstellen, welches sterilisiert aufbewahrt, statt des 
Sekretins aus der Darmschleimhaut in vielen Féllen benutzt werden kann. 

Werden die Extrakte aus Muskeln sofort nach dem Schlachten 
des Tieres dargestellt und mit der nétigen Vorsicht weiter verarbeitet, 
so darf man annehmen, da die darin mitenthaltenen sekretionsbeschleu- 
nigenden Stoffe praformierte Bestandteile des Muskelgewebes sind. 
Von solchen Stoffen ist in den alkoholischen Ausziigen des durch Phos- 
phorwolframsaure fallbaren Teils der Muskelextrakte, wie schon er- 
waihnt, das Methylguanidin nachgewiesen. In diesen Ausziigen befindet 
sich auch das nur wenig aktive Carnitin. Sehr viel starker safttreibend 
wirkt jedoch das im hiesigen Laboratorium chemisch und zum Teil 
auch physiologisch untersuchte Acetylearnitin, durch dessen Injektionen 
die Pankreasdriise sehr leicht zur Sekretion angeregt werden kann. 
Auch das Acetylcholin soll eine Absonderung von Pankreassaft verur- 
sachen kénnen. Nach dem Acetylearnitin im Muskel hat man bis jetzt 
noch nicht gesucht. Dagegen soll der lebensfrische Muskel freies Acetyl- 
cholin sowie auch das Cholin selbst in chemisch faBbaren Mengen nicht 
enthalten (13). Die chemische Zusammensetzung der von uns dar- 
gestellten und auf die Pankreasdriise sekretionssteigernd wirkenden 
Fraktion des Muskelextraktes erscheint somit vorliufig noch als sehr 
ungeniigend bekannt. Dieser Umstand kann jedoch nicht als Grund 
angesehen werden, die Beteiligung des Muskelsystems an den Sekretions- 
prozessen der Driisen in Abrede zu stellen; denn die Rolle der Darm- 
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schleimhaut in diesen Prozessen ist ja ebenfalls nur aus der Wirkung der 
aus ihr dargestellten, aber chemisch noch sehr wenig erforschten Ex- 
trakte dargetan. 


Wirkung der sekretionssteigernden Fraktion des Fleischextraktes auf die 
Absonderung des Pankreassaftes und der Galle. 

Die Versuche wurden an Hunden nach einer von uns in einer 
Arbeit ausfiihrlich beschriebenen Methode ausgefiihrt. 

Die Magenhéhle wurde mit einer nur durch die Mucosa pylori greifenden 
und méglichst nahe an der Plica pylorica angelegten Beutelnaht vom Darm 
abgeteilt. Nach Unterbindung des Duectus cysticus und Exstirpation der 
Gallenblase wurden passende Kaniilen in den Duct. choledochus und 
Duct. pancreaticus magnus sowie in die V. jug. ext. eingefiihrt und be- 
festigt. In den ersten Versuchen wurde zur Kontrolle manchmal auch 
Darmsekretin, das nach dem Verfahren von Bayliss und Starling aus der 
Schleimhaut des ganzen Zwélffingerdarms und der oberen Halfte des 
Diinndarms dargestellt worden war, in die Blutbahn injiziert. 

Die Wirkung der dargestellten Fraktion des Fleischextraktes auf 
die Pankreasdriise war in allen Versuchen ohne Ausnahme stark aus- 
gepragt. Nach Einfiihrung der Lésung in die V. jug. ext. und einer 
Latenzperiode von etwa 1 Minute beginnt die Sekretion. Diese erreicht 
nach kurzer Zeit ihr Maximum und nimmt dann ebenso schnell wieder ab. 
Dieser Verlauf der Sekretion gleicht vollstandig demjenigen, welcher 
auch nach Injektion kleinerer Gaben des Darmsekretins gewohnlich 
beobachtet wird: dieselbe kurze Latenzperiode, dieselbe schnelle Zu- 
nahme und Abnahme der Sekretion. Eine auffallende Ahnlichkeit mit 
der Wirkung des Darmsekretins zeigt sich auch darin, daB die durch das 
Muskelsekretin hervorgerufene Absonderung des Pankreassaftes vom 
Atropin ebenfalls nicht gehemmt wird. Wie aus dem Protokoll des 
Versuchs 3 zu ersehen ist, kann die Sekretion unter dem EinfluB des 
Atropins sogar stirker werden, ohne jedoch ihren gewoéhnlichen Gang 
zu andern. 

Die Wirkung der sekretionssteigernden Fraktion des Fleischextraktes 
auf die Absonderung der Galle war in den meisten Versuchen deutlich. 
Im Vergleich zur Wirkung auf die Sekretion aus dem Pankreas war ihr 
EinfluB auf die Gallenabsonderung jedoch schwacher, was ja bekanntlich 
auch bei Anwendung des Darmsekretins der Fall ist. Es konnte bei der 
Gallenabsonderung zwischen der Wirkung des Darmsekretins und der 
Fraktion des Muskelextraktes ein gewisser Parallelismus beobachtet 
werden. Wenn das erstere gut gallentreibend wirkte, erwies sich auch 
die letztere mehr wirksam und umgekehrt. Die Intensitaét der Gallen- 
absonderung erreicht ihr Maximum wahrend der ersten 5 bis 10 Minuten 
nach der Injektion und fallt dann wieder schnell zur Norm ab. Atropin 
scheint die gallentreibende Wirkung der Muskelhormone nicht zu 
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paralysieren, nur der Eintritt des Intensitaétsmaximums scheint unter 
seinem EinfluB verschoben zu werden. 

Nach unserer Auffassung ist der Wirkungsmechanismus der  se- 
kretionssteigernden Hormone in den Driisen selbst iiberall der gleiche. 
Mit dem Blute wird den Driisenzellen nicht nur das nétige Material 
zum Aufbau ihrer spezifischen Produkte, sondern auch bei weitem der 
grépte Teil der unspezifischen chemischen Erreger zugefiihrt. Diese 
letzteren aber wirken auf die Driisenzellen nicht direkt, wenigstens 
wahrend der Sekretionsarbeit nicht, sondern durch Vermittlung des 
die Permeabilitétsverhaltnisse regulierenden Nervensystems ein. Wah- 
rend der normalen Verdauung wird ihre Wirkung auf reflektorischem 
Wege auch seitens der Schleimhaut des Verdauungskanals reguliert. 
Im Experiment aber, bei dem die Hormone ins Blut eingefiihrt werden, 
ist ihre Wirkung vielleicht nur von den intraglandularen Nerven ab- 
hangig. Das Sekretin aus der Darmschleimhaut wird bekanntlich unter 
dem EinfluB der Magensaure in das Blut inzerniert. Ob aber auch die 
Inkretion der sekretionsbeschleunigend wirkenden Stoffe aus dem 
Muskelgewebe unter demselben Einflu8 steht, ist fraglich. Es scheint 
uns, daB wahrend der Verdauungsperioden eine vermehrte Inkretion 
auch aus dem Muskelgewebe tiber das sympathische Nervensystem sehr 
gut méglich ware. Dies legt aber den Gedanken nahe, daB die Inkretion 
des Darmsekretins ebenfalls die Folge eines in der Darmschleimhaut 
stattfindenden Reflexvorganges sein kénnte. 


Zusammenfassung. 


Im AnschluB an die friiheren aus dem Laboratorium des Verfassers 
veréffentlichten Arbeiten iiber den Sekretionsmechanismus der Ver- 
dauungsdriisen werden die Anschauungen iiber den Sekretionsmechanis- 
mus der Pankreasdriise und insbesondere iiber die Rolle, die das Darm- 
sekretin dabei spielt, kurz besprochen. Verfasser schlieBt sich den- 
jenigen Autoren an, welche tiberzeugt sind, daB das Darmsekretin kein 
chemisches Individuum sein kann. Die sekretionssteigernden Hormone, 
welche nach der schon seit etwa 20 Jahren vom Verfasser vertretenen 
Ansicht als die einzigen unmittelbaren Erreger der Driisenzellen gelten, 
sind sehr verschiedenen Ursprungs und verschiedener chemischer Natur ; 
sie sind auch fiir die einzelnen Driisen keineswegs spezifisch. Es gibt 
darunter Stoffe, welche den arteriellen Blutdruck erniedrigen, wie auch 
solche, welche denselben erhéhen. 

Schon seit vielen Jahren halt Verfasser das Muskelsystem fiir eine 
wichtige Produktionsstatte fiir die sekretionssteigernden Hormone, 
unter anderem auch fiir die Pankreasdriise und die Leber. In einer Reihe 
von Arbeiten, welche aus seinem Laboratorium veréffentlicht worden 
sind, hat er diese Ansicht auch experimentell stiitzen kénnen. In der 
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vorliegenden Arbeit wird iiber eine Fraktion aus dem Muskelextrakt 
berichtet, welche Hunden intravenés einverleibt stets eine betrachtliche 
Absonderung des Pankreassaftes hervorruft und die Absonderung de: 
Galle deutlich vermehrt. Uberraschenderweise gleicht der Verlauf der 
Sekretion nach Einverleibung dieser Fraktion vollstandig demjenigen, 
welcher auch nach Injektion des Darmsekretins gewohnlich beobachtet 
wird: dieselbe kurze Latenzperiode, dieselbe schnelle Zunahme und 
Abnahme der Sekretion. Eine auffallende Ahnlichkeit mit der Wirkung 
des Darmsekretins zeigt sich auch darin, daB die durch das Muskel- 
sekretin hervorgerufene Absonderung des Pankreassaftes vom Atropin 
ebenfalls nicht gehemmt wird. 

Da in dieser Fraktion des Fleischextraktes das stark sekretions- 
steigernd wirkende Methylguanidin enthalten ist, und da andererseits 
darauf hingewiesen worden ist, daB das Kreatin durch Silberoxyd sehr 
leicht zu Methyvlguanidin oxydiert wird, so ist die angewandte Fraktion 
des Fleischextraktes dargestellt worden, ohne dabei das Silberbaryt- 
verfahren zu benutzen oder Mercurisalze bzw. Salze anderer Schwer- 
metalle in Anwendung zu _ bringen: 

Die Inkretion des Darmsekretins kénnte die Folge eines sich in der 
Darmwand abspielenden und von der Salzséure angeregten Reflex- 
vorganges sein. Ebenso kénnte man auch unter Annahme der Ver- 
mittlung des sympathischen Nervensystems an eine vermehrte Inkretion 


des Muskelsekretins waihrend der Verdauungsperioden denken. 


Versuchsprotokolle. 

Von den ausgefiihrten Versuchen fiihren wir als Beispiel nur fiinf 
Protokolle an. 

Abkiirzungen in den Tabellen. Sekretin = salzsaurer Auszug aus der 
Darmschleimhaut nach Starling; M. = Muskeln; M. Sekretin = in Alkohol 
léslicher Teil der aus dem wassrigen Muskelextrakt erhaltenen Phosphor- 
wolframate; Hunde M.-Sekretin = derselbe Teil des Extraktes aus Hunde- 
muskeln; M.-Sekretin L. = in Alkohol léslicher Teil der aus Liebigs Fleisch- 
extrakt erhaltenen Phosphorwolframate; Inj. = Injektion; L.-Extr. 

Liebigs Fleischextrakt. 


Versuch 1. Hund, 10!/, kg. 





ries Pankreassekretion Gallensekretion i Pankreassekretion Gallensekretion 
Zeit Zeit 
ecin ecm ecm ecm 
12h 00’ Beginn der Beobachtung 134 00’ 0,25 1,15 
12 30 0,04 0,68 13 10 0,03 0,90 
i211 Inj. 10 ccm M.-Sekretin 13 20 0 0,70 
= 2b0g¢g M. 13 30 0 0,60 
15 0,38 0,62 13 31 Inj. 9cem M.-Sekretin 
20 0,01 0,44 = 225g M. 
30 0 0,64 13 32 fA + 
40 0 0,60 13 36 0,35 0,65 
42 Inj. 2ccm Sekretin 13 41 0 0,65 
44 A oh 13. 46 0 0,45 


50 1,57 0,65 
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Versuch 2. 


Hund, 


10 kg. 
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Zeit 


11" 45’ 
11 50 
11 55 
12 00 
12 05 


08 
09 
25 


35 


to bo bo bo 


pad peek ek pees 


Pankreassekretion 
ecm 


Gallensekretion 
cem 


Inj. 2cem Sekretin 


0,18 
0,10 
0,05 
0,03 
Inj. 


0,45 
0,40 
0,20 
0,20 


10 cem M.-Sekretin 


= 250g M. 


0,60 
0,03 


0,50 
0.45 


Versuch 3. 


Zeit 


_ 
— 

ww 

S 


ie i Oo 


bo bo bo bo bo 
) — 
or or 


ww So Ge 
or 


-_ OC 





Hund, 


Pankreassekretion 


ecm 


Gallensekretion 
ecm 


Inj. 1l cem M.-Sekretin 


ae 
0,66 
0,25 
0,06 
0,03 
0,02 
0,01 
0 


12 kg. 


275g M. 


0.31 
0,34 
0,35 
0,35 
0,20 
0,20 
0,20 





Zeit 


11» 20' 
11 30 
11 35 
11 36 


i 37 
11 40 
45 
50 
00 
05 
06 
07 
i2 


32 
40 
41 


Pankreassekretion 
ecm 


Gallensekretion 
ecm 


Beginn der Beobachtung 


0.01 
0,01 


0,46 
0 


Inj. 10cem M.-Sekretin 
= 250g M. 


0,49 
0,04 
0,02 
0,01 
0,01 
0,01 


V od 
0,36 
0,20 
0,20 
0,20 
0,22 
0.22 


—— 


Inj. 2 cem Sekretin 


1,00 
0,27 
0,07 
0,03 
0,03 


0,37 
0,28 
0,30 
0,58 


0,26 


Inj. 0,012 g Atropin. sulf. in 
10 cem 0,9 °Giges NaCl 


Versuch 4. 


Zeit 





Hund, 


Pankreassekretion 


ecem 


0,03 


Gallensekretion 
eem 


0,42 


Inj. 0,012 g Atropin. sulf. in 
10 cem 0,9 °oiges NaCl 


0,07 
0,07 
0.05 


0,36 
0,36 
0,40 


Inj. 10 cem M.-Sekretin 
“4 250 g M. 


a” 

0,68 
0,01 
0,01 
Inj. 
1,12 
0,34 
0,16 
0,05 
0,03 


11 kg. 


0,40 
0,30 
2cem Sekretin 
0,44 
0,21 
0.20 
0,18 
0,16 





Zeit 


30' 
40 
41 
46 
51 
55 


00 
05 


Pankreassekretior 


ecm 


Gallensekretion 
ecm 


Beginn der Beobachtung 
0 0,52 
Inj. 3cem Sekretin 


1,06 
0,02 


0,6 
0,53 


Inj. 3cem M.-Sekretin L. 


= 27g L. Extr 


1,40 
0,95 


1,27 


0,83 


Zeit 


16 
11 20 
ll 26 
11 30 
11 35 
11 40 





114 10’ 


Pankreassekretion 


ecm 


0,5 
0,05 
0,03 


Gallensekretion 
ecm 


0,3 
0,25 


0,19 


Inj. 2cem M.-Sekretin L. 
- 18g L. Extr. 


1,87 
0,09 
0,01 


1,78 
0,20 
0,22 


— 
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Versuch 5. Hund, 10kg. 





a Pankreassekretion Gallensekretion a Pankreassekretion Gallensekretion 
Zeit Zeit 
ecm ecm ecm cecem 
11h 00’ Beginn der Beobachtung 11" 30' Inj. 5eem Hunde M.-Sekretin 
05 0,01 0,06 150g M. 
10 Inj. 5cem M.-Sekretin L. 35 0,70 0,26 
15 0,39 0,23 40 0,25 0,14 
20 0,37 0.19 45 0,03 0,18 
25 0,03 0,17 50 0,02 0,14 
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Uber die Sublimatverbindungen 
einiger biologisch wichtiger Betaine. 
Von 
R. Krimberg. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat in Riga.) 


(Eingegangen am 2. Mai 1938.) 


Bald nach der Entdeckung des Carnitins habe ich dasselbe als ein 
Oxybetain, namlich als das y-Trimethyl-8-oxy-butyrobetain erkannt (1). 
Gleichzeitig habe ich auch einige Verbindungen dieser Base, u. a. solche 
mit Sublimat beschrieben (2). Es ergab sich, daB das Carnitin zweierlei 
Verbindungen mit Subiimat gibt. Die eine Verbindung von der Zu- 
sammensetzung C,H,,NO,.HC1.6HgCl, war durch Hinzufiigung 
einer alkoholischen Sublimatlésung zu einer alkoholischen Lésung von 
Carnitinchlorid erhalten worden; sie war ein aus Wasser nur schwer 
kristallisierendes Ol und schmolz bei 211 bis 215°. Die andere Ver- 
bindung von der Zusammensetzung C,H,,NO, .2 HgCl, entsteht bei 
der Zugabe einer alkoholischen Sublimatlésung zu einer alkoholischen 
Lésung von freiem Carnitin bzw. dessen Carbonat; mehrere Male aus 


Wasser umkristallisiert, schmilzt sie unter Zersetzung bei 204 bis 205°. 
Die letztere Additionsverbindung hat sich auch zur Darstellung des 
Carnitins aus dem Fleischextrakt sowie zur Reinigung der Base sehr gut 
bewahrt. Es sei bemerkt, daB das kostspielige Chloroaurat, welches von 
einigen Autoren zur Isolierung und Reinigung des Carnitins neuerdings 
benutzt worden ist, nach unseren Erfahrungen durchaus keinen Vorteil 
bietet. 


Die Sublimatverbindungen der pflanzlichen und tierischen Betaine 
sind bis jetzt nur wenig bekannt. Ganzlich unbekannt sind aber die 
Additionsverbindungen der freien Basen mit dem Sublimat, von welchen 
meines Wissens das oben erwahnte Carnitinquecksilberchlorid 
C,H,,NO,.2 HgCl, bis jetzt als die einzige dargestellt worden ist. 
Es schien mir deshalb nicht unwichtig, auch fiir die anderen biologisch 
mehr oder weniger wichtigen Betaine Additionsprodukte dieser Art 
kennen zu lernen. Versucht wurde die Darstellung solcher Sublimat- 
verbindungen fiir das gewéhnliche Betain, das B-Homobetain, das 
y-Butyrobetain, das Crotonbetain und das racemische $-Oxy-y-butyro- 
betain (racemisches Carnitin). Die genannten Betaine sind alle zur 
direkten Addition des Sublimats faihig und es bilden sich aus Wasser 
gut und ohne Zersetzung umkristallisierbare Produkte von konstanter 
Zusammensetzung und mit ziemlich scharfen Schmelzpunkten. 
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Das Betain (Glykokollbetain) (C Hy), N.CH,.CO wurde bekannt- 
O- 

lich von Huseman und Marmé (3) im Bocksdorn entdeckt. Diese 
Autoren stellten auch eine Sublimatverbindung des Betains dar, indem 
sie eine Mischung alkoholischer Lésungen des Chlorhydrats der Base 
und des Sublimats mit Ather iiberschichteten. Die Substanz war sehr 
leicht léslich in Wasser und in Alkohol und hatte die Formel (C;H,,NO, 
. HCl), HgCl,. Eine andere Verbindung des Betainchlorhydrats mit 
Sublimat wird von Bebeschin (4) angegeben. Er glaubte fiir das von 
ihm aus der Ochsenniere erhaltene Betain u.a. auch die Zusammen- 
setzung C;H,,NO,.HCI.6HgCl, feststellen zu kénnen. Obwohl 
diese Verbindung aus einer alkoholischen Lésung der allerdings ,,noch 
nicht vollkommen gereinigten‘: (Bebeschin) freien Base durch Zusatz 
einer alkoholischen Sublimatlésung erhalten worden war, wurde beim 
Umkristallisieren des Niederschlags aus Wasser eine Betainchlorid- 
verbindung mit Sublimat erhalten. Geradeso verhalt sich aber auch das 
Cholin (unser Versuch VI), wenn man die freie Base mit dem Queck- 
silberchlorid durch Mischung alkeholischer Lésungen beider Stoffe 
verbinden will. Nach dem Umbkristallisieren des Niederschlags aus 
Wasser erhalt man regelmdfig eine Cholinchloridverbindung mit Queck- 
silberchlorid. Das freie Betain bzw. dessen Carbonat dagegen liefert 
unter den gleichen Umstanden stets eine Verbindung von der Zusammen- 
setzung C,H,,NO, .2 HgCl,, welche Sich aus Wasser ohne Zersetzung 
umkristallisieren und rein erhalten laBt; die Substanz schmilzt bei 183°. 
Die von uns hauptsachlich nach den Angaben von Huseman und Marmé 
dargestellten Sublimatverbindungen des reinen Betainchlorids hatten 
scheinbar keinen konstanten Sublimatgehalt; die Analysen ergaben 
jedoch Werte, welche der Zusammensetzung C,;H,,NO,. HCI. HgCl, 
am nachsten kamen. Aus den soeben angeftihrten Beobachtungen 
diirfén wir wohl den SchluB ziehen, daB die von Bebeschin erhaltene 
Sublimatverbindung dem Betain, vor allem dem reinen Betain, nicht 
entsprechen kann. Hierzu méchte ich noch bemerken, daB nach Gule- 
witsch (5) das Quecksilberchloriddoppelsalz des Cholins die Forme! 
C,H,,NOCI.6 HgCl, hat; der Schmelzpunkt wird von ihm bei 249 
bis 2519 angegeben. Wie man sieht, unterschiedet sich diese Forme! 
der Cholinsublimatverbindung von der von Bebeschin fiir seine Betain- 
sublimatverbindung berechneten nur durch den Mehrgehalt von zwei 
Wasserstoffatomen und den Mindergehalt von einem Sauerstoffatom ; 
auch der von Bebeschin angegebene Schmelzpunkt (246 bis 250°) stimmt 
mit dem der Cholinsublimatverbindung fast iiberein. 

Vom B-Homobetain (B-Trimethyl-propionbetain 

(CH,), N--CH,—CH,.CO 
Eva roe 

waren bis jetzt keine Sublimatverbindungen bekannt. Nach unseren 
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Versuchen addiert dieses Betain in freiem Zustande und in alkoholischer 
Losung aber leicht Sublimat. Die entstehende Verbindung C,H,,NO, 
3 HgCl, 1aBt sich aus Wasser ohne Zersetzung umkristallisieren, 
weshalb sie auch zur Isolierung und Reinigung des £-Homobetains 
benutzt werden kann; sie schmilzt bei 150°. 


Das y-Butyrobetain (y-Trimethyl-butyrobetain) 
(CH,), N.CH,.CH,.CH,.CO 
Carcass SPA ae IPD 
addiert in alkoholischer Lésung zwei Molekiile Quecksilberchlorid, 
wobei also eine Verbindung von der Zusammensetzung C,H,,NO, 
.2 HgCl, erhalten wird: aus Wasser umkristallisiert schmilzt sie bei 
185°. Auch die Lésung des Chlorids dieses Betains in Alkohol gibt einen 
Niederschlag mit Sublimat; es gelang jedoch nicht, aus diesem Nieder- 
schlag irgendeine bestimmte Verbindung herauszukristallisieren. 


Das Crotonbetain (y-Trimethylamino-crotonsaure-betain) 
(CH,),N.CH,.CH:CH.CO 
SES SS ‘aici 
ist zuerst von mir durch sechsstiindiges Kochen des freien Carnitins 
mit rotem Phosphor und konz. Jodwasserstoffsiure im Olbade bei 
130° erhalten worden (6). Da ich aber dabei die Hoffnung hatte, daB es 
mir gelingen wird, das Carnitin zu reduzieren, hielt ich das erhaltene 
Reaktionsprodukt anfangs fiir das y-Butyrobetain. Es sei hierzu 
temerkt, daB durch die Elementaranalyse der Unterschied zwischen 
dem Crotonbetain und dem Butyrobetain nicht mit Sicherheit zu 
entdecken ist, weil das Crotonbetain vom y-Butyrobetain sich nur durch 
das Fehlen von zwei Wasserstoffatomen unterscheidet. Der kristallo- 
graphische Vergleich des Chloroaurats und des Chloroplatinats des aus 
dem Carnitin erhaltenen Reaktionsprodukts mit denselben Doppel- 
salzen des speziell zu diesem Zweck synthetisch dargestellten y-Butyro- 
betains schien jedoch fiir die Identitat der beiden Substanzen zu sprechen, 
obwohl die Schmelzpunkte ziemlich stark differierten. Ich legte 
aber damals diesem letzteren Umstande keinen groBen Wert bei, weil 
ja aus der Literatur sehr viele Fille bekannt sind, wo verschiedene 
Autoren sogar fiir das Chloroaurat ein und derselben Base sehr verschie- 
dene Schmelzpunkte angeben. Auch von Engeland (7) wurde durch die 
Kinwirkung von konz. Schwefelsdure auf das Carnitin und die Abspaltung 
von 1 Mol Wasser aus demselben eine Substanz erhalten, welche er als 
Apocarnitin bezeichnete, welche sich aber nachher ebenfalls als das 
Crotonbetain erwies. Bekanntlich stellte Engeland zugleich fiir das 
Carnitin auch eine neue Strukturformel auf, welche sich von der richtigen 
aber weitgehend unterscheidet. Linneweh (8) isolierte das Croton- 
betain aus Liebigs Fleischextrakt. Da er aber spiter fand, daB das 
Carnitin schon bei langerem Kochen mit halbkonzentrierter Salzsaure 
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etwa zur Halfte in Crotonbetain iibergeht, laBt er selbst die Méglichkeit 
zu, daB das Crotonbetain auch wahrend der Aufarbeitung des Fleisch- 
extraktes hatte entstehen kénnen. Linneweh konnte das Crotonbetain 
auch synthetisch darstellen und zeigen, daB es die Struktur eines 4-Di- 
methylamino-buten-(2, 3)-séure (1)-methylbetains hat (9). Er konnte 
zeigen, daB sowohl das von mir aus dem Carnitin durch die Einwirkung 
von rotem Phosphor und konz. Jodwasserstoffsaure erhaltene Produkt, 
als auch das Apocarnitin Engelands mit dem Crotonbetain identisch 
sind (10). Durch Zusatz einer alkoholischen Sublimatlésung zu einer 
alkoholischen Lésung des freien Crotonbetains erhielten wir eine gut 
kristallisierende Verbindung, welche die Zusammensetzung C,H,,NO, 
.2 HgCl, und den Schmelzpunkt bei 185° hatte. 


Das synthetisch dargestellte freie racemische B-Oxy-y-butyrobetain 
(f-Oxy-y-trimethylamino-buttersdure-betain), das racemische Carnitin 
(CH,), N.CH,.CHOH.CH,.CO bildete mit Sublimat in alkoholi- 

cs O | 


VU 





scher Lésung gleich dem linksdrehenden natiirlichen Carnitin ein 
Additionsprodukt C,;H,,NO,.2 HgCl,, welches auch in seinen Eigen- 
schaften mit dem der natiirlichen Base vollstindig iibereinstimmte ; 
nur der Schmelzpunkt lag etwas niedriger, namlich bei 191°. 


Versuche. 
I. Sublimatverbindung des Betains (,H,,NO,.2 HeCl,. 


1,18 g Betainchlorid wurden in wenig Wasser gelést und durch Zusatz 
von frischgefailltem Silberhydroxyd vom Chlor befreit, das Filtrat wurde 
mit Schwefelwasserstoff entsilbert und unter vermindertem Druck bis zur 
Trockéne eingedampft. Der Riickstand wurde in absolutem Alkohol gelést, 
filtriert und das Filtrat mit alkoholischer Sublimatlésung versetzt. Der 
schneeweiBe Niederschlag wurde aus heiBem Wasser umkristallisiert: 
1,64 g farblose Kristalle. Bei langsamem Erhitzen (um etwa 2° in 1 Minute) 
in einem bis etwa 150° vorgewarmten Apparat schmolz die Substanz schart 
bei 183°*. 

0,2239 g Substanz geben 0,1578 g HgS und 0,1953 g AgCl. 

C;H,,NO,.2 HgCl,. Gef.: 60,77 Hg, 21,58 % Cl. 
(660,16) Ber.: 60,77 % Hg, 21,49% Cl. 


II. Sublimatverbindung des 6-Homobetains (,H,,N 0, .3 HgCl,. 


Das 2-Homobetain wurde nach Willstdtter (11) durch Einwirkung von 
methylalkoholischem Trimethylamin auf den /-Jodpropionsdiuremethy!- 
ester (unter Kiihlung) und weiter von frischgefalltem Silberoxyd auf das 
entstandene, aus Methylalkohol umkristallisierte /-trimethylaminopropion- 
saure Jodmethylat (CH,);NJ .CH,CH, . COOCH, dargestellt. Die filtrierte 


* Ebenso wurden auch die anderen in dieser Arbeit angegebenen Schmelz- 
punkte in einem passend vorgewirmten Apparat bestimmt. 
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Lésung des ?-Homobetains wurde unter vermindertem Druck bis zur 
Trockne eingedampft, der Riickstand in Athylalkohol gelést, die Lésung 
abermals filtriert, und das Filtrat mit alkoholisechem Sublimat ausgefiallt. 
Nach einmaligem Umkristallisieren aus Wasser stellte die Sublimatverbin- 
dung des /-Homobetains glinzende Tafelchen dar und schmolz bei 150°. 


0,1633 g Substanz geben 0,1208 g HgS und 0,1487g AgCl. 
C,H,,NO,.3 HgCl,. Gef.: 63,78 % Hg, 22,53 Cl. 
(945,67) Ber.: 63,64% Hg, 22,50% Cl. 


Ebenso wurde noch aus einer anderen Portion des Jodmethylats die 
Sublimatverbindung des /-Homobetains dargestellt. Die Kristalle hatten 
dasselbe Aussehen und denselben Schmelzpunkt. 


0,2167 g Substanz geben 0,1602 g HgS und 0,1986 g AgCl. 
Gef.: 63,74% Hg, 22,68, Cl. 


Dieses letztere Praparat wurde noch ein zweites Mal aus Wasser um- 
kristallisiert; die Zusammensetzung und der Schmelzpunkt waren dabei 
jedoch unverandert geblieben. 


0,3286 g Substanz geben 0,2420g¢ HgS und 0,2998 g AgCl. 
Gef.: 63,49% Hg, 22,57% AgCl. 


Ill. Sublimatverbindung des »-Butyrobetains (,H,,N 0, .2 HgCl,. 


Um das y-Trimethylbutyrobetain herzustellen, gingen wir von der 
nach Gabriel (12) dargestellten y-Aminobutterséure aus. 3g dieser Amino- 
saure wurden nach der Vorschrift von Willstdtter (13) in konz. Kalilauge 
gelést und durch erschépfende Methylierung mit Methyljodid in Gegenwart 
von Methylalkohol bei schwach alkalischer Reaktion in die y-Trimethyl- 
aminobuttersaure iibergefiihrt. Nach etwa 2 Tagen wurde die Reaktions- 
fliissigkeit mit Jodwasserstoffsiure neutralisiert, der Methylalkohol ab- 
destilliert, der Riickstand mit wenig Wasser versetzt und mit einer Lésung 
von Jod in Jodwasserstoffséure ausgefallt. Der kristallinische Niederschlag, 
welcher das Perjodid des y-Trimethylbutyrobetains darstellt, wurde ab- 
gesaugt und mit Wasser gewaschen. Bei der Destillation mit Wasserdampf 
verlor die Base das addierte Jod und es blieb eine Lésung des jodwasserstoff- 
sauren Salzes zuriick, aus welchem das freie Betain durch Hinzufiigung 
von frischgefailltem Silberoxyd erhalten wurde. Nach Behandlung des 
Filtrats mit Schwefelwasserstoff und abe:maligem Filtrieren wurde die 
Fliissigkeit mit Salzsaure bis zur schwachen Reaktion auf Kongo versetzt, 
unter vermindertem Druck eingeengt und mit Goldchlorwasserstoffsaure 
ausgefaillt. Nach dem Umkristallisieren aus schwach salzsaurem Wasser 
wurden 7g des Chloraurats des y-Butyrobetains erhalten. Die Substanz 
schmolz bei 185° und enthielt 40,68 °, Au (Berechnet fiir C;H,,NO,Cl, Au: 
40,65 °, Au). 

3 g dieses Chloraurats wurden in heiBem Wasser gelést und mit Schwefel- 
wasserstoff zerlegt, filtriert, das Filtrat mit Soda neutralisiert und bis zur 
Trockne (zuletzt unter vermindertem Druck) verdampft. Der Riickstand 
wurde mit Alkohol extrahiert, aus dem Extrakt der Alkohol verdampft, 
der neue Riickstand in Wasser gelést und mit Silberhydroxyd versetzt. 
Das Filtrat wurde mit Schwefelwasserstoff behandelt, die Fliissigkeit 
abermals filtriert und unter vermindertem Druck bis zur Trockne ein- 
gedampft. Der Riickstand wurde schlieBlich in Alkohol gelést und die 
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Lésung mit alkoholischem Sublimat ausgefallt. Aus Wasser umkristallisiert, 
schmolz die Sublimatverbindung des y-Butyrobetains bei 185°. 


C,H,,NO,.2HgCl,. Gef.: 58,95% Hg, 20,40% Cl. 
(688,2) Ber.: 58,30% Hg, 20,61 % Cl. 


IV. Sublimatverbindung des Crotonbetains C,H,,N 0, .2 H¢Cl,. 


Zwecks Darstellung des Crotonbetains wurden 10g der Sublimat- 
verbindung des Carnitins C;H,,NO, . 2 HgCl, in Wasser unter Erwarmung 
gelést, mit Schwefelwasserstoff zerlegt, das Filtrat mit Soda neutralisiert 
und auf dem Wasserbad bis zur Trockne eingedampft. Der Riickstand 
wurde mit absolutem Alkohol extrahiert, der Auszug bis zur Trockne ein- 
gedampft und der aus dem Carnitinchlorhydrat bestehende neue Riickstand 
mit 45g konz. Schwefelsaure zuerst auf dem Wasserbad, spiter aber im 
Olbad wahrend 1 Stunde bei 120 bis 130° erhitzt. Um die Fliissigkeit vom 
Chlor méglichst zu befreien, wurde durch dieselbe wahrend der Abkiiblung 
ein Luftstrom gesaugt. Die abgekiihlte schwefelsaure Fliissigkeit wurde 
alsdann etwa viermal mit Wasser verdiinnt, wobei ab und zu Eisstiickchen 
in dieselbe gegeben wurden, mit Bariumcarbonat neutralisiert, erwarmt, 
filtriert und das Filtrat bis etwa 100cem eingeengt. Die abermals filtrierte 
neutrale Fliissigkeit wurde unter vermindertem Druck bis zur Trockne einge- 
dampft, der Riickstand mit absolutein Alkohol behandelt, die alkoholische 
Losung filtriert und das Filtrat mit alkoholischem Sublimat ausgefallt. Der 
Niederschlag wurde aus heiBem Wasser umkristallisiert, wonach 3,2 g eines 
schwach gelblichen kristallinischen Pulvers erhalten wurden. 

0,1703 g Substanz geben 0,1161 g HgS und 0,1427 g AgCl. 
C,H,,NO,.2HgCl. Gef.: 58,80% Hg, 20,73 % C1. 
(686,15) Ber.: 58,47% Hg, 20,67% Cl. 

Noch einmal aus Wasser umkristallisiert, sehmolz die Substanz bei 174°. 


0,2011 g Substanz geben 0,1360 g HgS und 0,1695 ¢ AgCl. 
Gef.: 58,30°% Hg, 20,85% Cl. 

Nebenbei wurde ein Teil der Sublimatverbindung mit Schwefelwasser- 
stoff zerlegt und die wiasserige Lésung des Crotonbetainchlorids mit Gold- 
chlorwasserstoffsiure ausgefallt. Aus schwach sdlzsiurehaltigem Wasser 
umkristallisiert, stellte das Chloroaurat hellgelbe, glanzende Blattchen dar 
und schmolz bei 203°. 


0,2044 g Substanz geben 0,0834g¢ Au. 
C,H,,NO,Cl,Au. Gef.: 40,80° Au. 
(483,16) Ber.: 40,81°%, Au. 

Zum Vergleich wurde das Crotonbetain auch nach dem zuerst von mir 
benutzten Verfahren, naimlich durch Erhitzen des Carnitins mit rotem 
Phosphor und Jodwasserstoffséure bis 130°, dargestellt. Nach zweimaligem 
Umkristallisieren erschien das Chlorcaurat in Nadelchen und schmolz bei 202°. 
Eine Mischung mit dem vorigen Priéparat des Chlorcaurats zeigte keine 
Depression des Schmelzpunktes. 

0,2992 g Substanz geben 0,1225¢ Au. 
Gef.: 40,94% Au. 
Von den drei Autoren, welche das Crotonbetain, wenn auch unter 


verschiedenen Benennungen, in den Handen gehabt haben, gibt Linneweh 
fiir das Chlorcaurat den Schmelzpunkt 215 bis 217°, Engeland aber 190 
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bis 195° und Krimberg 201 bis 203° an. Eine Nachpriifung ergab, da®B dieser 
Unterschied méglicherweise durch die verschiedene Schnelligkeit des 
Erhitzens zu erklairen ist. Es wurden bei verschiedener Schnelligkeit des 
Erhitzens die Schmelzpunkte der beiden in diesem Versuch dargestellten 
Chloroaurate des Crotonbetains bestimmt, wobei sich Unterschiede fiir ein 
und dasselbe Praparat bis 20° ergaben. 





Schnelligkeit des Erhitzens Chioroaurat des Crotonbetains aus 
in einer Minute Carnitin + P + HI Carnitin + H, 80, 

oC oC oC 

1 194 195 

2 202 203 

3 204 205 

5 214 215 


VY. Sublimatverbindung des racemischen £-Oxy-y-butyrobetains (des ra- 
cemischen Carnitins) C,;H,, N 0, .2 HeCl,. 


Die zur Synthese dieses Oxybetains notwendige y-Amino-/-cxybutter- 
sdure wurde nach Tomita (14) dargestellt. Das durch Einwirkung von 
Epichlorhydrin auf Phthalimid erhaltene Chloroxypropy!-Phthalimid, 
Cl. CH, .CH(OH).CH,N(CO),.C,H,, wurde durch Kochen mit Cyan- 
kalium in wiasserig-alkoholischer Lésung in das Cyanoxypropylphthalimid, 
CN .CH,.CHOH.CH,N(CO),C,H,, umgewandelt; durch Kochen des- 
selben mit Schwefelsiure entstand die »-Amino-/}-oxybuttersdure, H,N 
.CH,.CHOH.CH,.COOH. Um das Betain zu erhalten, wurden 2g 
der Aminosdure in wenig Wasser gelést, die Lésung wurde mit Dimethy!- 
sulfat (9,6 g) und konz. Kaliumhydroxyd (7 g KOH) in kleinen Portionen 
unter haufigem Umschiitteln und unter Kihhing versetzt. Eine neue 
Portion des Dimethylsulfats wurde erst dann hinzugefiigt, nachdem die 
vorige in der Reaktion vollstandig verbraucht war. Am anderen Tage 
wurde die schwach alkalisch reagierende Fliissigkeit auf einem Drahtnetz 
wahrend einer halben Stunde langsam gekocht (um den eventuell noch 
unzersetzten Schwefelsiureester zu zersetzen), mit Schwefelséure neu- 
tralisiert und unter vermindertem Druck bis zur Sirupkonsistenz eingeengt. 
Der Sirup wurde mit Alkohol extrahiert, der Extrakt bis zur Trockne ein- 
gedampft. Der Riickstand wurde in Wasser gelést, die Lésung mit ein paar 
Tropfen Barytwasser von Schwefelséure befreit, filtriert und unter ver- 
mindertem Druck bis zur Trockne eingedampft. 

Zur Darstellung der Sublimatverbindung des racemischen Carnitins 
wurde der zuletzt erhaltene Riickstand in Alkohol gelést und die Lésung 
mit alkoholischem Sublimat ausgefallt. Der anfangs weiche Niederschlag 
erstarrte allmahlich beim Stehen unter Alkohol und stellte nach Zerreiben 
ein gelbliches Pulver dar. Nach zweimaligem Umkristallisieren aus Wasser 
schmolz die schneeweiBe Substanz bei 191°. 

C,H,,NO,.2HgCl,. Gef.: 56,71°% Hg, 20,06% CI. 
Ber.: 56,90% Hg, 20,17% Cl. 


VI. Sublimatverbindung des Cholinchlorids (,H,,\N OCL.6 HgCl,. 


In der Absicht, eine Sublimatverbindung des freien Cholins darzustellen, 
wurden 2g Cholinchlorid in wenig 5°%iger Schwefelséure gelést und die 
Lésung mit konz. Phosphorwolframsdure ausgefallt. Der Niederschlag 

18* 
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wurde am anderen Tage abgesaugt und mit phosphorwolframsaure- und 
schwefelsiurehaltigem Wasser gewaschen, bis im Waschwasser kein Chlor 
mehr zu finden war. Der Niederschlag wurde durch Zerreiben mit Barium- 
hydroxyd zerlegt, das Filtrat vom Baryt mittels Kohlensaure befreit, auf 
dem Wasserbad eingeengt, und das neue Filtrat unter stark vermindertem 
Druck bis zur Sirupkonsistenz verdampft. Der Sirup wurde in Alkohol 
gelést, die Lésung nochmals bis zur Trockne eingedampft, und der Riick- 
stand abermals in Alkohol gelést. Die alkoholische Lésung des freien 
Cholins bzw. dessen Carbonat wurde mit einer bei Zimmertemperatur ge- 
sittigten alkolischen Sublimatlésung ausgefallt. Der gelbliche Niederschlag 
wurde abgesaugt und aus heifem Wasser umkristallisiert. Beim Filtrieren 
hinterblieb ein dunkelbrauner Niederschlag, wihrend aus dem Filtrat beim 
Stehen farblose feine Kristalle ausfielen; von der Mutterlauge abgetrennt, 
stellten sie jedoch ein rétliches Pulver dar. Als die Substanz ein zweites Mal 
umkristallisiert wurde, hinterblieb wieder ein rotbrauner Niederschlag, die 
aus dem Filtrat sich abscheidenden Kristalle aber waren grau. Dasselbe 
wiederholte sich, als die Substanz noch ein drittes und viertes Mal um- 
kristallisiert wurde. Durch Einengen aller vereinigten Mutterlaugen, 
welche nach den ausgefiihrten Umkristallisationen hinterblieben waren, 
wurden aber Kristalle erhalten, welche nur sehr schwach rétlich gefarbt 
waren; die Substanz schmolz bei 248°. 

0,2285 g Substanz geben 0,)802 g HgS und 0,2406g¢ AgCl. 

C;H,,NOCI.6HgCl,. Gef.: 68,0% Hg, 26,05% Cl. 

(1768,7) Ber.: 68,05 % Hg, 26,06% Cl. 

Das nach dem vierten Umkristallisieren erhaltene Kristallisat wurde 
mit dem Riickstand, welcher nach dem-Eindampfen der letzten Mutterlauge 
hinterblieben war, vereinigt und aus salzsaurehaltigem Wasser umkristalli- 
siert; es schieden sich farblose Kristalle ab; die Substanz schmolz bei 247 
bis 248°, 

0,2074 g Substanz geben 0,1638 g HgS und 0,2191 g AgCl. 
yef.: 68,09% Hg, 26,13° Cl. 

Der soeben angefiihrte Versuch zeigt also, daB es nicht méglich ist, 
durch Umkristallisieren aus Wasser eine Verbifidung des freien Cholins 
mit’ Sublimat in reinem Zustande zu erhalten. Es vollzieht sich dabei eine 
teilweise Spaltung des Sublimats in Quecksilberoxyd und Salzsdiure, wobei 
ein Molekiil der Salzsaure mit dem Cholin das Chlorid bildet, welches 
endlich mit sechs Molekiilen Sublimat in Verbindung tritt. 


Zusammenfassung. 


Die von uns untersuchten Betaine addierten alle in freiem Zustande 
bzw. als Carbonate in athylalkoholischer Lésung 2 bis 3 Molekiile 
Sublimat. Es hat den Anschein, als ob die Fahigkeit, in freiem Zustande 
Sublimat zu addieren, eine charakteristische Eigenschaft aller Betaine 
wire. Das Cholin ist dazu allerdings nicht fahig. AuBerdem addiert 
ein jedes Betain méglicherweise nur eine bestimmte Anzahl von Sublimat- 
molekiilen. Es ist auffallend, daB diejenigen Betaine, welche einen 
Saurerest mit 4 Kohlenstoffatomen enthalten, immer nur 2 Sublimat- 
molekiile addieren. Zum Unterschiede von den Sublimatverbindungen 
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der Betainchlorhydrate sind die Verbindungen der freien Betaine mit 
Sublimat sehr kristallisationsfahig und andern ihre Zusammensetzung 
beim Umbkristallisieren aus Wasser nicht. Auch die Schmelzpunkte 
sind genug scharf und konstant. Diese Eigenschaften lassen vermuten, 
daB die Sublimatverbindungen bei der Isolierung und Reinigung der 
Betaine in Zukunft eine Rolle spielen werden; jedenfalls hat sich die 
schon seit etwa 30 Jahren bekannte Sublimatverbindung des freien 
Carnitins in dieser Hinsicht sehr gut bewahrt. Es wurden die Sublimat- 
verbindungen des Glykokollbetains C,H,,NO, . 2 HgCl, (F. 183°), des 
B-Homobetains C,H,,NO,.3 HgCl, (#. 150°), des y-Butyrobetains 
C,;H,,NO, . 2 HgCl, (F. 185°), des Crotonbetains C;H,,;NO, . 2 HgCl, 
(F. 185°) und des racemischen 6-Oxy-y-butyrobetains (des racemischen 
Carnitins) C,H,,;NO,. 2 HgCl, (F. 191°) dargestellt. 
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Experimentelle Studien zur Theorie des EiweiSstoffwechsels. 
I. Mitteilung: 
Uber die Verwertung von Glykokoll beim Menschen. 
Von 


W. Lintzel und W. Bertram. 


(Aus der Physiologisch-chemischen Anstalt der Universitat in Jena.) 


(Eingegangen am 9. Mai 1938.) 


. 


Als eine der elementarsten Grundlagen des Eiweifstoffwechsels 
wird seit der Begriindung der wissenschaftlichen Ernahrungslehre durch 
C. Voit und Rubner die Auffassung betrachtet, daB die Erhaltung des 
Stickstoffgleichgewichts bzw. der Ersatz des Stickstoffverlustes bei 
N-freier Nahrung nur durch die Zufuhr eines EiweiBstoffes oder 
eines Aminosaéuregemisches méglich ist, in dem die lebensnotwWendigen 
Aminosauren in ausreichender Menge enthalten sind. Demgegeniiber 
sind neuere Untersuchungen mitgeteilt worden, in denen der Eiweil- 
umsatz zum Teil durch einzelne, als nicht unentbehrlich betrachtete 
Aminosaéuren gedeckt werden konnte. 

Mezincesco' gab jungen, bei N-freier kohlenhydratreicher Kost 

gehaltenen Schweinen Glykokoll, Alanin und andere Aminosduren und 
konnte dadurch einen Teil des N-Verlustes decken. Da unter gleichen 
Bedingungen auch andere N-Verbindungen wie Amide eine gleiche 
Wirkung entfalteten, hat Térroine®, gestiitzt auf diese und ahnliche 
Versuche anderer Autoren, eine Theorie des N-Stoffwechsels gegeben. 
in der zwei Elemente des N-Bedarfs unterschieden werden: 1. Der 
undifferenzierte N-Bedarf, der durch jede Aminogruppe _befriedigt 
werden kann, gleichgiiltig, ob sie an beliebigen Aminosduren oder 
Amiden haftet, ja sogar durch einfache Ammoniumsalze. Der undifferen- 
zierte N-Bedarf macht etwa 30% des gesamten N-Bedarfs aus. 2. Der 
differenzierte N-Bedarf, etwa 70°, des Gesamtbedarfs umfassend 
erfordert die Zufuhr eines geeigneten Aminosduregemisches einschliel}- 
lich der unentbehrlichen Aminosaiuren, wie es in geeigneten Nahrungs- 
eiweiBen vorliegt*. 
1 Mezincesco, C. r. Ac. Sc. 198, 1469, 1931; 196, 291, 1933. — 2 Terroine, 
Le Métabolisme de l’Azote, Paris 1933, S. 453. — 8 Auf diese Theorie von 
Terroine wird von K. Felix im Handb. d. Biochem., 2. Aufl., Erganzungs- 
werk 3, 1936, S. 596, § 49, hingewiesen, doch wird die Auffassung Terroines 
hier in ihrer Tragweite gemildert. Felix betont die Tatsache, daB auch 
in biologisch hochwertigem Eiwei8 die unentbehrlichen Aminoséuren nur 
einen kleinen Bruchteil des Gesamt-N ausmachen. Terroines Theorie stellt 
jedoch nicht die unentbehrlichen Aminoséuren den entbehrlichen gegen- 
iiber, sondern das Aminosauregemisch des EiweiBes mit 70% dem un- 
differenzierten Amino-N mit 30% des N-Bedarfs. 





Experimentelle Studien zur Theorie des EiweiBstoffwechsels. I. 


Die Versuchsanordnung von Mezincesco ist nicht frei von Fehlerquellen, 
die ihre Beweiskraft vermindern. Es werden drei Perioden N-frei, Amino- 
siurezulage, N-frei —- unmittelbar hintereinander durchgefiihrt. 


Tabelle I. Ersatz von endogenem N durch Aminosaéuren beim 
Schwein (nach Mezincesco). 





Endogene Endogene 
N-Aus- N-Aus- 
scheidung scheidung 


g g 


N-freie Vorperiode 1,304 | N-freie Vorperiode 1,173 
N-freie Nachperiode 1,399 | N-freie Nachperiode 1,676 
Mittel aus beiden 1,351 | Mittel aus beiden 1,424 
Periode mit Glykokoll Periode mit Asparaginsaure 

(= 1,12g N) 0,984 (= 1,263 g N) 0,913 
Differenz ef He Differenz i! ie ae 


N-freie Vorperiode ,125 | N-freie Vorperiode 1,113 
N-freie Nachperiode 1,514 | N-freie Nachperiode 0,999 
Mittel aus beiden 1,319 | Mittel aus beiden 1,056 
Periode mit Alanin Periode mit Glutamin 

(= 1,603 g N) 0,808 (= 1,380g N) 0,817 
aa 0,511 Differenz — 0,289 


_ — 22 


Differenz 





Dadurch ist die Méglichkeit gegeben, daB die Perioden sich gegenseitig 
beeinflussen. Nimmt man an, daB die Passage des zugefiihrten Glykokoll-N 
durch den Tierkérper linger als 24 Stunden dauert, so wird die Bilanz, in 
der Glykokollperiode zu giinstig, in der darauffolgenden Nachperiode zu 
ungiinstig ausfallen. Tatsachlich zeigt sich (Tabelle I), daB die endogene 
N-Ausscheidung in der Nachperiode in der Regel gréBer ist als in der Vor- 
periode, waihrend infolge des fortschreitenden EiweiBhungers eine merkliche 
Abnahme zu erwarten wire. Aus den Versuchen ergibt sich ein Ersatz der 
endogenen N-Ausscheidung durch entbehrliche Aminoséuren im Umfange 
von etwa 30 % des endogenen N-Verlustes. Wie oben erwahnt, hat Terroine 
diese Zahl fiir den Bedarf an undifferenziertem N seiner Theorie zugrunde 
gelegt. 

Wenn es sich in den Versuchsergebnissen von Mezincesco um 
allgemeine biologische GesetzmaBigkeiten handelt, wie Terroine an- 
nimmt, so muBte sich die Verwertung des Glykokolls als Zugabe zu 
einer N-freien Grundnahrung auch beim erwachsenen Menschen nach- 
weisen lassen. 

Versuchsteil. 


Unsere Versuche wurden in der Weise angestellt, daB zwei gesunde 
Versuchspersonen im ersten Versuchsabschnitt eine N-freie, kohlen- 
hydratreiche Kost nahmen, um in bekannter Weise die minimale N-Aus- 
scheidung im Harn und Kot zu ermitteln. Nach einer Zwischenperiode 
mit normaler Ernahrung, in der der Kérper wieder auf den urspriing- 
lichen Ernahrungsstand zuriickgebracht wurde, wurden im zweiten 
Versuchsabschnitt angemessene, den Angaben von Mezincesco bei 
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jungen Schweinen entsprechende Glykokollgaben zu der N-freien 
Nahrung zugelegt. Beim Ubergang von Normalnahrung zu N-freier 
oder N-armer Kost findet bekanntlich ein langsamer Abfall der taglichen 
N-Ausscheidung statt, bis schlieBlich annahernd Konstanz eintritt. 
Ausgehend vom gleichen K6érperzustand verfolgen wir also den Abfall 
der N-Ausscheidung erst bei N-freier Nahrung, dann bei Glykokoll- 
zulage, und verwerten von den korrespondierenden Versuchstagen 
diejenigen, bei denen nachweislich Konstanz der N-Ausscheidung ein- 
vetreten ist. Wir weichen hier von dem iiblichen, auch von Mezincesco 
angewendeten Verfahren ab, bei dem eine N-freie Vorperiode, Glykokoll- 
zulage und N-freie Nachperiode aufeinanderfolgen. Die Nachperiode 
ist bei dieser Anordnung notwendig, weil die Konstanz niemals 
véllig erreicht wird, vielmehr durch die Gewichtsabnahme bzw. Ver- 
minderung des aktiven Protoplasmas und die allgemeine Abnahme der 
Lebenstatigkeit ein fortwihrendes schwaches Absinken der endogenen 
N-Ausscheidung erfolgt, wie es am Menschen in den langfristigen 
Versuchen von Deuel, Boothby und Sandiford! nachgewiesen wurde. Da 
zwischen diesen Perioden noch Ubergangsperioden eingeschaltet werden 
miissen, die eine Nachwirkung der vorhergehenden Periode ausschlieBen, 
eine Vorsichtsmabregel, die Mezincesco und einige andere Autoren nicht 
beriicksichtigt haben, so ergibt sich eine auBerordentlich lange Ver- 
suchsdauer, die fiir die Versuchsperson nicht nur eine deprimierende 
Wirkung hat, sondern sogar durch die psychischen Riickwirkungen auf 
Verdauung und Stoffwechsel zu Verfalschungen des Ergebnisses fiihren 
kénnte, 

Die fiir die N-freie kohlenhydratreiche Ernahrung immer in erster 
Linie in Frage kommenden Nahrstoffe Starke und Zucker versuchten 
wir durch Herstellung eines Starkebrotes in annehmbare Form zu 
bringen, wodurch die beim Menschen sehr groBen Schwierigkeiten einer 
N-freien Ernahrung erheblich vermindert werden konnten. Das in den 
vorliegenden Versuchen verwendete Stairkebrot wies noch erhebliche 
Mangel auf, doch fiihrten die fortgesetzten Versuche schlieBlich zu einem 
sehr brauchbaren Ergebnis. 

100 g Kartoffelstarke, 20g Schweineschmalz, 10g Zucker, 4g Salz- 
gemisch nach Mac Collum, 20 cem fliissiges Pektin (Opekta) und ein Starke- 
kleister aus 2 bis 3g Starke und 50 cem Wasser werden in folgender Weise 
zu einem Teig verarbeitet: In einer Porzellanschale werden Fett, Zucker 
und Salz gemischt, ferner werden Starkekle ster und Pektin kalt gemischt. 
Nun wird abwechselnd unter lebhaftem Riihren Starke und Fliissigkeit 
zugegeben, bis ein glatter Teig entsteht. SchlieBlich werden 3g Backpulver 
(Oetker Backin) eingeriihrt. Der Teig wird nun sofort in eine mit ge- 
fettetem Pergamentpapier ausgelegte Schale aus Jenaer Glas gebracht 
und im Ofen bei 200° gebacken. Das Brot darf nur eine gelbliche Rinde 
bekommen, auf keinen Fall darf Braéunung eintreten. 


1 Deuel, Boothby u. Sandiford, J. of biol. Chem. 76, 391, 1928. 
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Das Starkebrot wurde mit Butterfett und Fruchtgelee verzehrt. Zum 
Teil wurden die Bestandteile des Starkebrotes auch als Pudding zubereitet 
und mit Himbeersirup verzehrt. Als Vitamintrager wurden taglich 5 ¢ 
Sanostol (A, B, C, D) sowie ein bis zwei Tabletten Betaxin entsprechend 
| bis 2mg B,-Chlorhydrat genommen, da die reichliche Kohlenhydrat- 
zufuhr erhéhten B,-Bedarf bedingen muBte. Als Ballastsubstanz wurde 
feingeschnittenes Filtrierpapier in Wasser genommen oder auch in das 
Brot eingebacken. Ballaststoffe werden auch mit den kleinen verzehrten 
Mengen von Apfeln, Tomaten oder Salat aufgenommen. 


Der Stickstoffgehalt der Bestandteile dieser sogenannten N-freien 
Diat ergibt sich aus der Tabelle I. 


Tabelle II. N-Gehalt der Nahrungsmittel. 





100 g enthalten mg N 100 g enthalten mg N 

NE Geis cewee 74,6 SENSED 42.0 
Starkebrot .......... 53,6 Fruchtgelee ....... 48,0 
Kaffee, trinkfertig .. 10,6 Himbeersaft ...... 24,0 
Tee, trinkfertig ...... 23 Butterfett ........ 0 
TOMO e505 bc 5 eS 110,0 MERE a. BOS 0 

BOE oar vila etey 3 64,0 Fondants ......... 0 

PUNE ot cay ee eas 220,0 





Bei einem Verzehr von 300 g Starkebrot, je 200 bis 300 ¢ Kaffee 
und Tee mit viel Zucker, reichlich Zuckerwaren und kleinen Mengen 
der iibrigen Zukost ergab sich ein N-Gehalt der ,,N-freien‘‘ Nahrung 
von 0,25 —- 0,05 g N pro Tag. Die Kaloriezufuhr bewegte sich je nach 
der Menge des zusatzlich zugefiihrten Zuckers zwischen 2000 und 
2400 Cal., die bei leichter Laboratoriumsarbeit als ausreichend bezeichnet 
werden diirfen. 

Im Tagesharn wurde aufer dem Gesamt-N nach dem Makro- 
Kjeldahl-Verfahren der Ammoniak-N nach Folin, die Purinfraktion 
ohne Differenzierung der Harnsiure nach Kriiger, Kreatinin stufen- 
photometrisch, Harnstoff mittels Xanthydrol nach Fosse bestimmt. 
Ferner wurden py- und Titrationswert standig kontrolliert. 

Der Kot wurde in einer Porzellanschale aufgefangen, mittels eines 
Pistills mit Wasser aufgeschwemmt, durch ein Porzellansieb gegeben und 
auf 1000 ccm aufgefiillt. In der Aufschwemmung wurde in 25cem die 
Makro-Kjeldahl-Bestimmung des Stickstoffs ausgefiihrt. 

Die Ergebnisse des N-freien Versuchs an zwei Personen sind in 
Tabelle III verzeichnet. 

Nach diesen Versuchen wurde eine Erholungspause mit normaler 
Ernahrung eingeschaltet, so daB die Versuchspersonen nunmehr unter 
ungefahr den gleichen Ausgangsbedingungen, unter denen die N-freie 
Periode begonnen worden war, in den Versuch mit Glykokollzulage 
eintreten konnten. 

Die Glykokollzulage entsprach etwa der endogenen Harn-N-Aus- 
scheidung in der N-freien Periode, und zwar erhielt Versuchsperson L. 
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18.0 g Glykokoll mit 3,37 g N taglich, Versuchsperson B. 13,7 g Glykokoll 
mit 2,56 g N. Der N-Gehalt des Glykokolls entsprach dem theoretischen 
Wert. Das Glykokoll wurde auf drei Gaben verteilt mit Kaffee oder 
Tee genommen. Die Versuchszahlen sind in Tabelle IV enthalten. 







Die Versuchsperiode Tabelle IV, Versuchsperson L., bedarf noch einer 
besonderen Erlauterung. Am 7. Tage fallt die N-Ausscheidung im Harn 
auf einen unwahrscheinlich niedrigen Wert. Da gleichzeitig die Harnmenge 
sehr gering war, darf eine voriibergehende N-Retention angenommen 
werden. Als das Analysenergebnis erhalten wurde, war der Versuch schon ab- 
gebrochen, so daB ein 8. Versuchstag nicht mehr angeschlossen werden 
konnte, der nach unserer Uberzeugung das Defizit zweifellos aufgeholt 
hatte. Wir haben daher im AnschluB an einen analogen, hier nicht be- 
schriebenen Versuch, in dem wahrend 8 Tagen die N-freie Kost mit einer i 
Milchzulage mit dem gleichen N-Gehalt von 3,37 g genommen wurde, 3 Tage 
N-freie Kost mit 18 g Glykokoll angeschlossen, die in Tabelle [V als Versuchs- 
tage 8, 9, 10 erscheinen. Man sieht, wie in diesen drei Tagen der Harn-N 
sich prompt den Werten des 5. und 6. Tages néhert. Wir halten uns daher 
fiir berechtigt, den Tag 7 aus der weiteren Betrachtung zu streichen und 
an seiner Stelle den Tag 10 einzusetzen. 





Fiir die N-Bilanzen ergeben*sich auf Grund der Versuche die 
folgenden Zahlen (Tabelle V). 


Tabelle V. N-Bilanzen (Mittelzahlen pro Tag). 





siceieile N-Zufuhr| Harn-N,| Kot-n | “ptogene ||  Dilfferens 
g g g scheidung aN fo 
Versuchsperson L. 
N-frei, 5., 6., 7. Tag... || 0,25 3,39 1,11 4,25 
Mit 3,37 g Glykokoll-N, 
Bj Gp 20s TOD os cise 3,62 7,23 1,06 4,67 + 0,42 + 10,0 
Versuchsperson B. 
N-frej, 5., 6., 7. Tag ... 0,25 2,84 0,66 3,25 
Mit 2,56 g Glykokoll-N, 
Oe Gist te COR Sika ees e 2,81 6,38 0,47 4,04 +0,79 + 24,3 


Nach den Versuchen von Mezincesco an jungen Schweinen wire 
zu erwarten, daB ein erheblicher Teil des endogenen N-Verlustes bei 
N-freier Nahrung durch die Zugabe von Glykokoll gedeckt wiirde, und 
zwar soll die endogene N-Ausscheidung um etwa 30°, vermindert sein. 
Die endogene N-Ausscheidung im Glykokollversuch hatte mindestens 
um 1 g sinken miissen. Demgegeniiber zeigt sich in unseren Versuchen 
am Menschen, da®B eine solche Wirkung des Glykokolls nicht statt- 
gefunden hat, im Gegenteil ist die endogene N-Ausscheidung nach 
Glykokollzufuhr gréper geworden. 

Aus den Zahlen fiir den N-Gehalt des Kotes ergibt sich, daB nach 
Glykokoll keine Zunahme des Kot-N erfolgt ist, daB Glykokoll somit 
restlos zur Resorption gekommen ist. Die Tabelle VI beantwortet 
die Frage, ob das Glykokoil-N quantitativ im Harn erscheint. 
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Tabelle VI. Vermehrung des endogenen Harn-N 
nach Glykokollgabe. 





Harn-N Harn-N— Glykokoll-N 


Versuch 
g g 
Versuchsperson L. 
PO Sid Upidiciellndee tats 3,39 3,39 
Mit 3,37 g Glykokoll-N ... 7,23 3,86 
Versuchsperson B. 
RE oc Cua aacarecees 2,84 2,84 


Mit 2,56 g Glykokoll-N ... 6,38 3,82 


Man erkennt, daB nicht nur der gesamte Glykokoll-N im Harn 
erscheint, sondern da dariiber hinaus die endogene Ausscheidung des 
Harn-N gesteigert ist. Das zugefiihrte Glykokoll wird im wesentlichen 
als Harnstoff ausgeschieden. Die iiberschiissige endogene N-Ausscheidung 
beruht bei Versuchsperson B. auf der Vermehrung des Harnstoffs, bei 
Versuchsperson L. ist auch der unbestimmte N beteiligt. Purin-N und 
Kreatinin-N erscheinen ganzlich unbeeinfluBt. Kreatin wurde niemals 
beobachtet, auch Glykokoll selbst war im Harn nicht nachzuweisen. 


“Auf Grund dieser Ergebnisse 1a8t sich keine Angabe dariiber machen, 


worauf die Steigerung der endogenen N-Ausscheidung nach Glykokoll- 
zufuhr tiber das MaB des zugefiihrten Glykokoll-N hinaus beruht. Will 
man nicht an zufallige Schwankungen der endogenen N-Ausscheidung 
denken, so ist in erster Linie ein der spezifisch-dynamischen Wirkung 
entsprechender Einflu8 auf den N-Umsatz zu vermuten. | 


Aus unseren Versuchen geht eindeutig hervor, daB ein Ersatz der 
endogenen N-Ausscheidung durch Glykokoll, wie ihn Mezincesco in 
seinen Versuchen am jungen Schwein gefunden und im Betrage von 
etwa 30% der endogenen N-Ausscheidung festgelegt hat, beim er- 
wachsenen Menschen zicht stattfindet. Die vorzugsweise an die Befunde 
von Mezincesco gekniipfte Theorie des undifferenzierten N-Bedarfs 
von Terroine kann somit allgemeine Giiltigkeit nicht beanspruchen. 
Sofern nicht iiberhaupt die Ergebnisse von Mezincesco infolge der 
bereits angedeuteten Fehlerméglichkeit, die in der unmittelbaren 
Aufeinanderfolge der Versuchsperioden ohne und mit Glykokoll besteht, 
irrtiimlich sind, muB angenommen werden, daB bei jungen Schweinen 
ein Spezialfall vorliegt, bei dem undifferenzierter Amino-N verwertet 
werden kann. Die vielfaltigen hier méglichen Gedankenginge haben 
uns zu modifizierten Anschauungen iiber den Eiweibstoffwechsel 
gefiihrt. 


Grundziige einer neuen Theorie des Eiweifstoffwechsels. 


Die N-Ausscheidung bei N-freier Nahrung ist ein Phinomen, das 
zu verschiedenen Theorien AnlaB gegeben hat. 


W. Lintzel u. W. Bertram: 


Rubner! nahm an, daB bei der Lebenstatigkeit eine Abnutzung der 
Gewebe, eine Zerst6rung von Zellen, unvermeidlich sei, wie sie am auf- 
falligsten in der sogenannten B.utmauserung und in der Abnutzung der 
Epithelien in Erscheinung tritt. Das Eiweifi dieser zerstérten Zellen 
soll nach Rubner abgebaut werden und die Menge des Harn-N liefern, die 
Rubner als Abnutzungsquote bezeichnet. Das fiir die Erhaltung des Organis- 
mus benétigte NahrungseiweiB8 dient dazu, das zerstérte Eiweif neu auf- 
zubauen, hat also im Grunde die gleiche Aufgabe wie Nahrungseiwei8, das 
beim wachsenden Tier zum Aufbau neuer Zellen benétigt wird. Hier liegt 
der Punkt, an dem Rubners Theorie scheitert, denn man wei}, daB manche 
EiweiBe wohl zur Erhaltung des Organismus befahigt sind, dagegen das 
Wachstum nicht erméglichen. Dies trifft namentlich fiir Eiwei®stoffe, denen 
die Aminosaure Lysin fehlt, zu. Rubners Theorie vermag nicht zu erklaren , 
warum ein lysinfreies EiweiB, das den Aufbau der bei der Abnutzung zer- 
stérten Zellen erméglicht, nicht auch den Aufbau neuer Zellen beim Wachs- 
tum gewahrleistet. Nicht grundsatzlich verschieden vom Begriff der Ab- 
nutzungsquote ist der von Folin® gepragte Begriff des endogenen N-Um- 
satzes, der unberiihrt von exogener EiweiBzufuhr als Endprodukt die 
endogene Fraktion des Harn-N liefert. Besonders charakteristisch fiir den 
endogenen Umsatz erscheint ihm das Kreatinin, das er als MaB fiir die endo- 
gene N-Ausscheidung betrachtet. Es hat sich eingebiirgert, die N-Aus- 
scheidung im Harn bei N-freier, kalorisch ausreichender Ernahrung haupt- 
sichlich mit Kohlenhydraten als endogene N-Ausscheidung zu bezeichnen, 
wie auch die Begriffe des endogenen Kreatinins und der endogenen Harn- 
siure auf Folins Anschauungen zuriickgehen. MengenmaBig sind daher 
Abnutzungsquote und endogener Harn-N das gleiche, wahrend die An- 
sichten tiber die Ursache dieser N-Aysscheidung verschieden sind. Als 
Ursache der endogenen N-Ausscheidung betrachten Osborne und Mendel* 
und ahnlich F. Miiller' die Bildung von besonderen Stoffen, namentlich 
Hormonen, aus bestimmten EiweiBbestandteilen. Wird kein Eiwei8 zur 
Deckung dieses Bedarfs von auBen zugefiihrt, so wird KérpereiweiB ab- 
gebaut, um die benétigten Aminosaéuren zu liefern. K6rpereiweiB mui 
nach Kossel® auch abgebaut werden, wenn bei fehlender Eiwei8zufuhr von 
auBen an anderer Stelle des Kérpers, z. B. zur Bildung der Hornsubstanzen, 
EiweiB aufgebaut werden muB. Die Anschauungen’von Osborne und Mendel, 
F. Miller und Kossel miissen in logischer Folgerung zu der zuerst von 
Mitchell, Nevens und Kendall® ausgesprochenen Annahme fiihren, daB bei 
ausreichender EiweiBzufuhr der endogene N-Umsatz und die Ausscheidung 
endogenen Stickstoffs aufhéren. Diese Anschauungen geraten damit in 
einen scharfen Gegensatz zu der Theorie von Folin. 

Wahrend fiir Rubner die Abnutzung der Gewebe den Antrieb fiir die 
N-Ausscheidung im Minimum darstellt, ist fiir die spaiteren Autoren der 
N-Bedarf fiir besondere Zwecke Ursache des EiweiBabbaues, ohne da man 
sich nach den Mechanismen fragt, die diesen Abbau regeln. Sherman’ 
versuchte eine Deutung, indem er eine Art Gleichgewichtszustand zwischen 
ZelleiweiB und Aminosaéuregehalt der Gewebsfliissigkeit annahm. Sinkt 
der Gehalt an einer Aminoséure in den Kérpersaéften durch Verbrauch an 
irgendeiner Stelle ab, so zerfallt nach seiner Auffassung soviel EiweiB, dafi 


1 Rubner, Arch. Hyg. 66, 1, 1908. —- 2 Folin, Amer. J. of Physiol. 138, 
117, 1905. —- * Osborne u. Mendel, J. of biol. Chem. 17, 325, 1914. 
4 F. Miiller, Deutsche med. Wochenschr. 1922, 8.513 u. 544. —- > Kossel 
Naturwiss. 10, 999, 1922. - 6 Mitchell, Nevens u. Kendall, J. of biol. 
Chem. 52, 417, 1922. 7 Sherman, ebenda 41, 97, 1920. 
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die urspriingliche Konzentration der betreffenden Aminosiure wieder- 
hergestellt wird. Eine der Erwartung entsprechende Stérung eines solchen 
Gleichgewichts im Hunger oder bei N-freier Ernahrung von Ratten konnte 
von Mitchell, Nevens und Kendall aber nicht gefunden werden, der Extrakt-N 
der Gewebe war vielmehr auSBerordentlich konstant. 

Terroine halt die Konsequenz der geschilderten Theorien, da bei einer 
zur Erhaltung ausreichenden EiweiBgabe der endogene N-Umsatz, d. h. 
EiweiBabbau und Wiederaufbau aufhéren sollen, fiir untragbar. Der Unter- 
gang und die Neubildung der roten Blutkérperchen z. B. kann unméglich 
geleugnet werden. Terroine trennt den endogenen N-Umsatz in zwei 
Kategorien, deren erste den Umsatz des EiweiBfes umfaBt und, in erster 
Annaherung, zur endogenen Ausscheidung von Harnstoff, Ammoniak 
und Amino-N fiihrt. Diese Kategorie wird durch exogene Eiwei®8zufuhr 
gewaltig gesteigert. Fiir diesen Teil der endogenen N-Ausscheidung akzep- 
tiert Terroine die von Osborne und Mendel begriindeten Auffassungen. 
Dieser Umsatz und die entsprechende endogene N-Ausscheidung héren 
auf, wenn geniigend Eiwei®B von auBen zugefiihrt wird. Von dieser Kategorie 
des endogenen N-Umsatzes nimmt Terroine an, daB ein teilweiser Ersatz 
durch Glykokoll und undifferenzierten Amino-N méglich sei. Der ersten 
Kategorie steht eine weitere zur Seite, und zwar ein Umsatz, der durch 
exogene EiweiBzufuhr nicht beeinfluBbar ist und sich in der Ausscheidung 
von Kreatinin, Purinen und Neutralschwefel auBert. Diesen zweiten Teil 
fiihrt Terroine auf eine Gewebsabnutzung im Sinne Rubners zuriick. 

Terroine bezeichnet die von ihm entworfene Theorie selbst als eine 
zwischen den verschiedenen Auffassungen vermittelnde. Die Ubernahme 
des Begriffes der Gewebsabnutzung bedingt wie bei Rubner die Notwendig- 
keit, daB im Zustande der Erhaltung neues Eiweif aufgebaut wird. Die 
verschiedene Verwertbarkeit der Eiwei®e fiir Erhaltung und fiir Wachstum 
entzieht sich damit wiederum der Erklarung. Auch erklart die Theorie 
nicht, auf welche Weise bei jungen Schweinen durch Darreichung von 
entbehrlichen Aminosaéuren, Amiden und Ammoniumsalzen ein Teil des 
endogenen N-Verlustes bei N-freier Nahrung ersetzt werden kann. Sie 
erklart auch nicht unseren Befund, der die Méglichkeit eines solchen Ersatzes 
beim erwachsenen Menschen nicht ergeben hat. Terroine hat auf diese 
Schwierigkeiten zum Teil selbst hingewiesen. Seine Theorie soll vor allem 
zu weiteren, Forschungen anregen. 


Als starRyten Mangel aller hier kurz angedeuteten Theorien emp- 
finden wir die Tatsache, daB die treibende Kraft, die im N-Minimum 
den Abbah des KérpereiweiBes bewirkt, nicht geniigend charakterisiert 
wird. Rubners Theorie, die in der Abnutzung der Gewebe die Ursache 
des EiweiBabbaues sieht, widerspricht, wie gezeigt wurde, den Tat- 
sachen in anderen Punkten. Shermans Gleichgewichtshypothese 
bewahrte sich nicht, und die anderen Autoren lassen diese Frage auber 
acht. Irgendeinen AnstoB miissen die autolytischen Fermente zweifellos 
erhalten. Ganz unwahrscheinliche Annahmen miiBten gemacht werden 
um die Herauslésung einzelner Aminoséuren aus dem Kérpereiweif 
entsprechend dem jeweiligen Bedarf zu erklaren, wie von Schenck! und. 


1 E.G, Schenck, Arch. exp. Pathol. 150, 160, 1930; Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 240, 232, 1936; dazu auch Abderhalden u. Siebel, ebenda 238, 169, 
1936; 240, 237, 1936. 
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anderen angenommen wird. Es miiBte nicht nur eine Vielzahl von Fer- 
menten zur Verfiigung stehen, um die jeweils gewiinschte Aminosaure 
aus den verschiedensten Bindungen herauszulésen, es miiBten auch 
zur Steuerung dieser Vorgange eine Unzahl von Hormonen oder Nerven- 
einfliissen zur Verfiigung stehen. 

Wir stellen in den Mittelpunkt unserer Theorie die Einschmelzungs- 
vorginge, den Untergang alter Zellen, der namentlich am Beispiel der 
Blutkérperchen so zweifelsfrei in Erscheinung tritt. Nichts steht der 
Annahme entgegen, daB hierbei durch die proteolytischen Fermente 
der Zellen und Gewebssaéfte Aminosauren entstehen, von denen wir 
keineswegs anzunehmen brauchen, daB sie ohne weiteres dem weiteren 
Abbau verfallen und damit Anla8 zur Ausscheidung des N im Sinne 
der Abnutzungsquote geben. Nur die N-haltigen prosthetischen Gruppen 
der Proteide, die keine Aminosauren liefern und auch keine weitere 
Verwendung finden kénnen, miissen notgedrungen weiter abgebaut 
werden und kommen als endogener N zur Ausscheidung. So geht 
ganz oder teilweise der N der prosthetischen Gruppen des Hamoglobins 
und der Nucleoproteide verloren. Beziiglich des bei der Einschnielzung 
der Muskelgewebe frei gewordenen Kreatins darf man annehmen, dal 
es von den anderen oder von neu aufgebauten Muskelzellen aufge- 
nommen und weiter verwendet wird. Die bei der Einschmelzung frei ge- 
wordenen Aminosauren treten in die Gewebsfliissigkeit und in das Blut 
iiber. Ihr weiteres Schicksal unterscheidet sich bei normaler Ernahrung 
in nichts vom Schicksal der exogen zugefiihrten Aminosauren, mit 
denen sie sich mischen. Bei N-freier Kost und bei Hunger ist der Orga- 
nismus auf diese durch Einschmelzung frei gewordenen Aminosauren allein 
angewiesen ; es nétigt uns nichts, einen zusatzlichen, auf ritselhafte Weise 
regulierten Abbau von Kérpereiwei8 bei Hunger und Unterernahrung 
anzunehmen. Bei Hunger und Unterernahrung deckt der Organismus 
nach unserer Vermutung aus den durch Einschmelzung frei gewordenen 
Aminosauren seinen Bedarf fiir besondere Zwecke, namentlich fiir die 
Bildung der Hormone und Fermente. Jede Zelle entnimmt dem Amino- 
siuregemisch das, was sie benétigt, wodurch das Gemisch mehr oder 
weniger weitgehend verindert wird. Auch die Neubildung der durch 
die Einschmelzung verlorenen Zellen mu8B aus diesen Aminosauren be- 
stritten werden. Dazu reichen sie selbstverstandlich nicht mehr aus 
und die Menge der neu gebildeten Zellen wird_hinter der Menge der 
durch Einschmelzung verlorenen zuriickbleiben.| Was uns nach auBen als 
Abbau von K6rpereiweiB erscheint, ist nach dieser Anschauung also 
das Zuriickbleiben der Restitution hinter der Zerstérung bei der Ein- 
schmelzung. Bei der Entnahme der jeweils benétigten Aminosauren aus 
dem Gemisch im Blute wird eine unentbehrliche Aminosaure im Sinne des 
Minimumgesetzes zuerst in das Minimum geraten und die Wieder- 
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verwendung der iibrigen Aminosiuren limitieren. Es werden sich 
schlieBlich die Aminosiuren im Blute anhaufen, die nirgends mehr 
Verwendung finden kénnen. Mit Uberschreitung des normalen Gehalts 
im Blute werden diese Aminosaiuren desaminiert und liefern eine weitere 
Fraktion des endogenen Harn-N. Die im Kérper gebildeten N-haltigen 
Hormone und Fermente werden bekanntlich nach der Ausschwemmung 
aus ihren Bildungsstaétten mehr oder weniger rasch unwirksam. Eine 
Reaktivierung diirfte im allgemeinen nicht in Frage kommen. So 
liefern auch die zerstérten Hormone, Fermente und sonstigen Wirkstoffe 
ihren Beitrag zum endogenen N. 

Fiir die endogene Kreatininausscheidung nehmen wir keine Be- 
ziehung zu den Erneuerungsvorgaingen an. Als zur Zeit brauchbarste 
Deutung fiir die Entstehung des Kreatinins kann die von Hahn und 
Barkan} entdeckte und naher untersuchte Gleichgewichtsbeziehung 
Kreatin 2 Kreatinin herangezogen werden, auf Grund deren nach 
physikalisch-chemischer GesetzmaBigkeit standig ein Teil des Kreatins 
in Kreatinin iibergehen muB, da das Gleichgewicht durch den Ubergang 
des Kreatinins in den Harn standig gestért wird. Auch auf der Kreatin- 
seite wird das Gleichgewicht durch die Bildung der Kreatin-Phosphor- 
siure gestért, ein Vorgang, der zur Zeit der Untersuchungen von Hahn 
und Schafer noch unbekannt war. Die fiir die Gleichgewichtsreaktion 
wirksame Kreatinkonzentration ist daher nicht genau zu prazisieren, so 
daB die exakte Berechnung der theoretisch zu erwartenden Kreatinin- 
menge noch nicht méglich ist. Bei N-freier Nahrung mu8 der Kreatinin- 
verlust mit dem Harn teils durch Kreatinsynthese im Organismus auf 
Kosten der durch Einschmelzung frei gewordenen Aminosauren gedeckt 
werden. Zum Teil kann das bei der Einschmelzung der Muskelgewebe frei 
gewordene Kreatin das durch Kreatininbildung verlorene Kreatin 
ersetzen. So erklart sich zwanglos die auch in unseren Versuchen 
beobachtete Tatsache, daB bei N-freier Kost trotz Abnahme des Kérper- 
bestandes kein Kreatin im Harn erscheint und die endogene Kreatinin- 
ausscheidung ganzlich unbeeinfluBt bleibt. Erst bei merklicher Ab- 
nahme des Muskelbestandes ware eine nachweisbare Abnahme des endo- 
genen Kreatinins zu erwarten. 

Bei der Erneuerung der Gewebe werden auch die Nucleoproteide 
abgebaut, die frei gewordene prosthetische Gruppe mag zum Teil neue 
Verwendung bei der Restitution finden, zum Teil verfallt sie dem 
oxydativen Abbau und liefert unter anderem die endogene Harnsaure. 
In bezug auf die Harnsaure steht unsere Theorie in bester Uberein- 
stimmung mit den bereits von Burian? geauBerten, heute wohl all- 


1 4. Hahn u. Barkan, J. Biol. 72, 25, 305, 1920; Hahn u. Schdfer, 
ebenda 80, 195, 1924. —- ? Burian, Zeitschr. f. physiol. Chem. 48, 532, 1905. 
Biochemische Zeitschrift Band 297. 19 
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gemein akzeptierten Anschauungen. Die von uns bei N-freier Nahrung 
ohne und mit Glykokollzufuhr erhaltenen Werte des endogenen Purin-N 
stehen im Einklang mit den Angaben der Literatur. 

Die hier in den Grundziigen dargestellten Anschauungen kénnen 
in verschiedener Richtung ausgebaut werden. So ist die Mdéglichkeit 
ins Auge zu fassen, daB auch die EiweiBbestandteile der einzelnen 
Zellen einer ,,Einschmelzung‘: unterliegen. Im Zelleib sind sehr 
reaktionsfahige EiweiBstoffe, namentlich Fermente eingebaut, die bei 
den Lebensfunktionen geschadigt und durch einen Einschmelzungs- 
und Aufbauvorgang erneuert werden kénnten. Es ware dann an- 
zunehmen, da®B erst eine Schidigung der reaktionsfihigen EiweiBe in 
gréBerem Umfange, die die Ernahrung und Funktion der Zelle beein- 
trachtigt, den Untergang der ganzen Zelle bedingt. 

Auf Grund dieser Anschauungen kann auch der von Kossel als 
Umformung bezeichnete Aufbau von Geweben auf Kosten anderer in 
einfacher Weise gedeutet werden. Das beider Einschmelzung entstehende 
Gemisch von Aminosiuren wird am besten den Geweben zugute 
kommen, die jeweils die starkste Lebenstatigkeit aufweisen und am 
besten durchblutet sind. So erklart es sich, daB bei Hunger und Unter- 
ernihrung die lebenswichtigsten Organe wie Herz, Blut und Zentral- 
nervensystem ihren Bestand erhalten, wahrend andere an Masse zuriick- 
gehen. Beim mausernden Huhn, bei dem die Bildung des neuen 
Gefieders im Vordergrund der Lebensvorgange steht, wird das Amino- 
siuregemisch aus der Gewebseinschmelzung beim Fehlen auBerer 
Eiweibzufuhr vorwiegend den intensiv durchbluteten Bildungsstatten 
des Gefieders zugute kommen. Es werden hier schwefelhaltige Amino- 
siuren in gréBerer Menge benétigt, wodurch das Aminoséiuregemisch 
zuerst an diesen Aminosaéuren verarmt und entwertet wird. Es kommt 
daher zu einer stark vermehrten Ausscheidung von endogenem 
Stickstoff. Cystin und Methionin sind hier als limitierende Amino- 
siuren anzunehmen!. 


Von den hier dargelegten Grundanschauungen ausgehend muB 
dem NahrungseiweiB im Zustande der Erhaltung die Aufgabe zuge- 
schrieben werden, das bei der Einschmelzung der Gewebe entstehende 
Gemisch von Aminosauren und sonstigen noch verwertbaren N-Sub- 
stanzen so zu erginzen, da8 alle fiir die Synthese N-haltiger Wirkstoffe, 
prosthetischen Gruppen usw. benétigten Aminosiuren zur Verfiigung 
stehen und die vollstandige Restitution der eingeschmolzenen Zellen er- 
méglicht wird. Durch Einschmelzung frei gewordene Aminosauren, die an 
anderer Stelle nicht verbraucht werden, wiirden wieder restlos fiir die 
Restitution der Gewebe zur Verfiigung stehen, eine exogene Zufuhr 


1 Ackerson u. Blish, Poultry Sci. 5, 162, 1926; Lintzel, Mangold u. Stolz, 
Arch. f. Gefliigelkde. 3, 193, 1929. 
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wirde sich fiir die Erhaltung vollkommen eriibrigen. Dies trifft nach 
unserer Vermutung fiir das Lysin zu, das im Kérper ausschlieBlich als 
EiweiBbaustein benétigt zu werden scheint. So findet in einfacher 
Weise die Tatsache ihre Deutung, daB lysinfreie EiweiBe zur Erhaltung 
ausreichen kénnen, wahrend sie die Vermehrung des Eiweifbestandes 
im Wachstum nicht erméglichen. Eine fiir die Erhaltung entbehrliche 
Aminosaure kann somit entbehrlich sein, weil sie im Organismus nicht 
verbraucht wird und daher immer wieder als Baustein verwendet 
werden kann, oder — der haufigere Fall — weil der Organismus sie aus 
anderen Aminosauren oder aus Ammoniak und geeigneten Verbindungen 
aufzubauen vermag. 

Die Restitution der eingeschmolzenen Zellen wird, wie dargelegt 
wurde, nach unserer Auffassung bei Hunger und Unterernahrung dadurch 
begrenzt, daB ein Teil der durch Einschmelzung gebildeten Aminosauren, 
namentlich auch unentbehrliche Aminosduren, an anderer Stelle ver- 
braucht worden sind. Als limitierender Faktor kann entweder eine ein- 
zelne unentbehrliche Aminosaure oder aber die Gesamtheit des verfiig- 
baren Amino-N auftreten. Es scheint, als ob in der Regel einzelne 
unentbehrliche Aminosauren in das Minimum geraten, wie dies fiir die 
schwefelhaltigen Aminosaéuren beim Gefiederwechsel des Gefliigels er- 
wiesen ist, wahrend wir bei den meisten Zusténden des Kérpers die 
limitierenden Faktoren noch nicht kennen. Beim jungen, in der leb- 
haftesten Wachstumsperiode befindlichen Tier kénnen andere limi- 
tierende Faktoren auftreten als beim Erwachsenen. So ist nicht aus- 
geschlossen, daB in den Versuchen am jungen Schwein tatsichlich 
Amino-N schlechthin als limitierender Faktor auftritt und daher eine 
Zufuhr von Glykokoll giinstig wirkt, waihrend in unseren Versuchen die 
Unwirksamkeit des Glykokolls beweist, da beim Erwachsenen weder 
Glykokoll noch Amino-N schlechthin als limitierender Faktor fiir die 
Verwertung des durch Einschmelzung entstandenen Aminosaiuregemisches 
in Frage kommen kann. 


Zusammenfassung. 


1. Bei zwei gesunden erwachsenen Versuchspersonen wird die endo- 
gene N-Ausscheidung bei N-freier Nahrung bzw. bei Glykokollzulage 
untersucht. Zugleich werden Harnstoff-N, Purin-N, Kreatinin-N und 
Ammoniak-N im Harn ermittelt. 

2. Eine auf Grund der Versuche friiherer Autoren an jungen 
Schweinen erwartete Abnahme des endogenen N-Verlustes bei Glykokoll- 
zufuhr wurde nicht beobachtet. Es trat vielmehr eine Vermehrung des 
endogenen N-Verlustes im Harn ein. 

3. Es werden theoretische Anschauungen iiber den Eiweibstoff- 
wechsel, namentlich iiber den endogenen N-Umsatz entwickelt, die zur 
Deutung der experimentellen Befunde geeignet sind. 
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IX. Mitteilung!: 
Die Anaerobiase der CGasbranderreger. 


Von 
Ernst Maschmann. 
(Aus der Biochemischen Abteilung des Georg Speyer-Hauses in Frankfurt a. M.) 
(Eingegangen am 11. Mai 1938.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Unter den Proteasen, die von den Gasbranderregern (Gasédem- 
bazillen), vor allem vom Welch-Fraenkelschen Gasbazillus (B. perfrin- 
gens) und vom B. histolyticus, gebildet werden, sind die von mir als 
, gelatinespaltendes Enzym‘ und_ ,,clupeinspaltendes Enzym‘ be- 
schriebenen Proteinasen?, die enzymologisch wie biologisch inter- 
essantesten. Von diesen ist das erstgenannte Enzym, das anscheinend 
nur von den Bazillen der ,,Gasédemgruppe“ produziert wird, bisher 
am besten beschrieben*; seine Existenz kann als gesichert gelten. 
Auch auf das jetzt rund 2000fach angereicherte Enzym, dessen 
Abtrennung vom sogenannten’ clupeinspaltenden Enzym_ und 
weitere Reinigung nachstehend angegeben wird, trifft die friihere 
Beschreibung zu. Die hochgereinigten Enzympraparate geben noch 
typische EiweiBreaktionen ; die Molisch-Probe ist negativ. Unbestimmt 
blieb das Wirkungsbereich dieser Proteinase, doch konnte schon an- 
fanglich dessen ziemliche Begrenztheit erkannt werden. Nach neueren 
Versuchen, iiber die gesondert berichtet wird, vermag das Enzym 
,,Kollagen‘‘ anzugreifen und die davon abstammenden Produkte, 
Glutin und Gelatine, ohne Beihilfe irgendwelchér Hilfsstoffe* (Aktivator 
oder Enthemmungskérper) bei py = 7 weitgehend abzubauen. Gegen- 
tiber den anderen iiblichen Substraten (wie Ovalbumin, Serumproteine, 
Casein, Fibrin, Edestin, Clupein, Pepton usw.) ist die Proteinase wn- 
wirksam. Auch Elastin scheint nicht angegriffen zu werden. Ich 
méchte deshalb fiir das ,,gelatinespaltende Enzym“ der Gasbrand- 
erreger den Namen Kollagenase vorschlagen. Es darf mit groBer 
Wahrscheinlichkeit angenommen werden, da8B die Kollagenase fiir die 
xasbranderreger extracellulare Bedeutung besitzt und ihre Tatigkeit 


1 VIII. Mitt.: Vortrag, Internat. Kongre8 fiir Chemie, Rom 1938. —- 
? Uber die Proteasen des Welch-Fraenkelschen Gasbazillus, des B. histo- 
lyticus, des Para- und Rauschbrandbazillus vgl. man IT. bis V. Mitt.: diese 
Zeitschr. 295, 1, 351, 391, 400, 1937/38; itiber die Proteasen des Bazillus 
Novyi, unveréffentlichte Versuche. — * Vgl. III. Mitt.: diese Zeitschr. 29, 
351, 1937/38. —- 4 U. a. sind auch Alkali- und Erdalkalimetalle ohne nennens- 
werten EinfluB auf die Wirksamkeit hochgereinigter Enzympraparate. 
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von gewissem Einflu8 auf den Infektionsverlauf ist!. Darauf weist 
nicht nur ihr auBerordentlich friihes Auftreten in der Kultur hin?; auch 
die weitgehende Unabhangigkeit ihrer Wirksamkeit vom Milieu und 
ihr engbegrenzter Wirkungsbereich sprechen dafiir. Dem Schrifttum, 
das sich mit den durch die Gasbranderreger bewirkten Gewebsver- 
anderungen befaBt, kann entnommen werden, daB alsbald nach er- 
folgter Infektion der Zerfall der Muskelschlauche (Sarkolemmhiille) 
einsetzt. Es ist nun naheliegend, den Zerfall des peri- und intramusku- 
laren Bindegewebes mit der Tatigkeit der Kollagenase in Verbindung 
zu bringen, und in der durch das Enzym bewirkten Auflésung der 
dieses Gewebe umgebenden Grundsubstanz, die hauptsichlich aus 
Kollagen bestehen soll, die Ursache des Bindegewebszerfalls zu er- 
blicken. Die spezifische Einstellung des Enzyms auf die Grundsubstanz 
des Bindegewebes wiirde auch seinen engbegrenzten Wirkungsbereich 
in vitro plausibel erklaren. 


Durch die nun gelungene Abtrennung des_,,clupeinspaltenden 
Enzyms‘‘ von der Kollagenase, seine Anreicherung auf das ungefahr 
500fache, durch die Ermittlung seines Wirkungsbereiches und der 
Wirkungsbedingungen ist es méglich geworden, auch die zweite 
Proteinase besser als seither zu kennzeichnen. Es spricht vieles dafiir 
daB dieses Enzym nicht nur eine typische intracellulire Proteinase, 
sondern die intracellulare Proteinase der Gasbranderreger und anderer 
Anaerobier® ist, und in bezug auf ihre Funktion und ihre Wirkungs- 
bedingungen den intracellularen tierischen und pflanzlichen Proteinasen, 
den sogenannten Papainasen, nahesteht. Sie bedarf ebenso wie diese 
der Ergainzung durch Sulfhydryl, um in vitro wirksam zu sein, d. h. 
das Enzym ist nur bei einem bestimmten Redoxpotential des Milieus 
bzw. in einem bestimmten Redoxzustand befahigt, Eiweibstoffe wie 
Casein und Gelatine optimal zu spalten. Um niedrigmolekulare Eiweif- 
stoffe wie Clupein und ,,Pepton“ abbauen zu kénnen, muB8 das 
Enzym noch durch eine thermostabile Substanz, die bei der Reinigung 
abgetrennt wird, vervolistandigt werden. Die Proteinase unterscheidet 
sich von den Papainasen u. a. durch ihr Wirkungsoptimum, das gegen- 
iiber Gelatine um py = 7 gefunden wird, und durch ihr viel ausgepragteres 
Clupeinspaltungsvermégen. Fiir das sogenannte clupeinspaltende 


1 Vgl. dazu III. Mitt.: diese Zeitschr. 295, 351, 1937/38. —- ? Wir haben 
neuerdings schon nach dreistiindiger Kulturdauer 75, nach vierstiindiger 
Kulturdauer fast 100% der in 24- bis 96stiindigen Kulturen iiberhaupt 
nachweisbaren Enzymmenge gefunden. Die gewaschenen Bazillen solcher 
Kulturen vermégen Gelatine nicht zu spalten. —- * Diese Proteinase konnte 
auch im Kulturfiltrat verschiedener Typen des B. botulinus nachgewiesen 
werden (vgl. II. Mitt., l.c.). Es wird eine der nachsten Aufgaben sein, 
die oben ausgesprochene Annahme stichhaltig zu beweisen. 
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Enzym der Gasbranderreger méchte ich den Namen Anaerobiase vor- 
schlagen. 

Im folgenden soll gezeigt werden, wie die alteren Angaben durch 
die neueren Befunde erginzt und erweitert werden. Bisher war iiber 
die Anaerobiase folgendes bekannt!: Das Enzym ist, wenn es im Kultur- 
filtrat der Gasbranderreger und anderer Anaerobier vorliegt (warum 
es nicht in allen Kulturfiltraten dieser Bazillen nachzuweisen ist und 
welches die Bedingungen sind, bei denen es in der Kultur auftritt, kann 
noch nicht eindeutig beantwortet werden?), nur in Anwesenheit von 
Sulfhydryl wirksam. Es vermag — im Gegensatz zu den mit ihm 
noch vergesellschafteten Proteasen — Clupein weitgehend zu spalten. 
Nahere Angaben iiber den Wirkungsbereich des Enzyms konnten nicht 
gemacht werden, doch ‘wiesen verschiedene Beobachtungen darauf hin, 
daB es auch Casein und Gelatine abbaut. Da in der Regel die Menge 
der in den Kulturfiltraten enthaltenen SH-Verbindungen gering ist', 
bedarf es zur Aktivierung des Enzyms eines Zusatzes von Cystein. 
Cystein kann durch SH-Glutathion voll ersetzt werden. Thioglykol- 
sdure‘ ist kein vollwertiger Ersatz, Thiomilchséure noch weniger. Blau- 
siure vermag nur dann merklich aktivierend zu wirken, wenn S—S- 
Begleitstoffe in geniigender Menge vorliegen. Die SH-Verbindungen 
kénnen durch Ascorbinséure nicht ersetzt werden. Aus diesen Beob- 
achtungen wurde geschlossen, daB~die aktive Form des Enzyms ein 
Redoxsystem darstellt. Das Clupeinspaltungsvermégen des Enzyms 
ist in Gegenwart von Jodessigsiure (trotz tiberschiissigen Cysteins) 
ziemlich stark herabgesetzt; auch normale Seren hemmen. (,,Papain“ 
wird, wie ich mich iiberzeugt habe, von diesen Seren nicht gehemmt.) 

,,Dialysiert man clupeinspaltende Kulturfiltrate, z. B. des Fraenkel- 
schen Gasbazillus (B. Welchii, B. perfringens}, so nimmt ihr Clupein- 
spaltungsvermégen (aber nicht thr Gelatinespaltungsvermégen) —- auch 
bei + 2° — rasch ab: Durch Zusammengeben des nur noch schwach wirk- 
samen Dialysats und des unwirksamen (konzentrierten) AuBenwassers wird 
das urspriingliche Clupeinspaltungsvermégen vollstandig wiederhergestellt. 
Der Enzymanteil im Dialysat ist thermolabil, der im Au8enwasser thermo- 
stabil. Er vertragt z. B. langeres Erhitzen im siedenden Wasserbad im 
pu-Bereich zwischen 2 und 11. 


1 Vgl. dazu II. und III. Mitt.: diese Zeitschr. 295, 1, 351, 1937/38; 
Naturwiss. 26, 139, 1938. 2 Vgl. III. Mitt., l.c. —- ° In ganz frischen 
Kulturfiltraten ist die Nitroprussidreaktion ziemlich stark, sie wird aber 
rasch schwacher, altere Kulturen geben keine mehr. Da die Gasbrand- 
erreger H,S bilden sollen, wird die Nitroprussidreaktion zum Teil durch 
diesen bedingt sein. 4 Nach A. E. Mirsky u. M. L. Anson, J. gen. 
Physiol. 18, 307, 1935, ,,the most effective reducer of protein S—-S groups“. 
Es kann sich demnach bei der Aktivierung der Anaerobiase nicht lediglich 
um die Aufspaltung einer Disulfidgruppe im Enzymmolekiil handeln, 
sondern um die Einstellung eines ganz bestimmten Redoxpotentials, das von 
dem der Thioglykolséiure merklich verschieden ist. 
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Setzt man zum (gelatine- und) clupeinspaltenden Kulturfiltrat in der 
Kalte (¢ = + 2°) z. B. Holzgeist (1 bis 3 Teile) zu, so falit ein Niederschlag 
aus, der gelést noch genau so wie das Kulturfiltrat Gelatine spaltet, aber 
nur noch schwach gegeniiber Clupein wirksam ist; die vom Alkohol befreite 
Mutterlauge ist enzymatisch unwirksam. Fiigt man die Lésung des Nieder- 
schlags und die Mutterlauge zusammen, so kehrt das Clupeinspaltungs- 
vermégen wieder zuriick. Der Enzymanteil im Niederschlag ist thermolabil, 
der in der Mutterlauge thermostabil !.‘‘ 

Benutzt man Ammonsulfat (?/, Sattigung) an Stelle von Holzgeist, 
so kommt man zum gleichen Ergebnis. Merkwiirdig, weil damals nicht 
zu deuten, war der Befund, daB das Gelatinespaltungsvermégen des 
durch Holzgeist und Ammonsulfat erhaltenen Niederschlags — trotz 
des fast vollstandigen Fehlens eines Clupeinspaltungsvermégens — 
durch Cystein noch deutlich gesteigert wird. 


Trichloressigsiure fallt aus dem gelatine- und clupeinspaltenden 
Kulturfiltrat des Gasbazillus einen Niederschlag aus, der die gesamte 
Kollagenase des Kulturfiltrats enthalt, aber weder allein, noch in 
Verbindung mit dem abgetrennten Anteil Clupein meBbar anzugreifen 
vermag. Durch Cystein wird die Wirksamkeit des Trichloressigsaure- 
niederschlags gegeniiber Gelatine (im Gegensatz zu der des Holzgeist- 
und Ammonsulfatniederschlags) deutlich gehemmt. Daraus folgt, daB 
das ,,clupeinspaltende Enzym‘ bei der Trichloressigsaiurefiallung, an- 
scheinend durch die Aziditat der Lésung, irreversibel inaktiviert wird. 


Bei diesem Stande der Untersuchung gab es zwei Méglichkeiten, 
die verschiedenen Befunde zu erklaren: Entweder war bei der Dialyse 
und den Fallungsversuchen eine Trennung des_,,clupeinspaltenden 
Enzyms“, der Anaerobiase, in Apo- und Co-Enzym erfolgt, oder es 
war eine zur Vervolistaéndigung des Enzymsystems notwendige Sub- 
stanz (Komplettierungssubstanz) entfernt worden. Nach den neueren 
Versuchen scheint die zweite Méglichkeit den Verhaltnissen am besten 
gerecht zu werden. Denn jetzt, nach der ,,wirklich erfolgten“ Ab- 
trennung der Anaerobiase von der Kollagenase, zeigt sich namlich, daB 
die durch Cystein aktivierten, hochgereinigten Anaerobiasepraparate — 
trotz Fehlens des als Co-Enzym oder als Komplettierungssubstanz 
bezeichneten thermostabilen Anteils — Casein und Gelatine fast optimal 
spalten, Clupein dagegen kaum anzugreifen vermégen. Clupein wird 
von diesen Praparaten (in Anwesenheit von Sulfhydryl) erst nach 
Zusatz des bei der Reinigung abgetrennten thermostabilen Anteils 
weitgehend abgebaut. Das Casein- und Gelatinespaltungsvermégen 
gereinigter Praparate erfahrt durch den abgetrennten Anteil nur noch 
eine geringfiigige Erhéhung. Danach kann es sich bei dem abgetrennten 
thermostabilen Anteil nicht um das Co-Enzym der Proteinase handein, 
da diese ja auch ohne ihn Casein und Gelatine weitgehend abzubauen 


1 £. Maschmann, Naturwiss. 26, 139, 1938. 
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vermag. Im abgetrennten Anteil liegt vielmehr eine Substanz vor, 
durch die der Wirkungsbereich der Proteinase gegeniiber Clupein (und 
auch Pepton) erweitert wird. Es bleibe dahingestellt, ob eine solche 
Substanz nicht auch unter den Begriff Co-Enzym fallt. 

Die anfanglich nicht recht verstandliche Beobachtung, daB — 
trotz Fehlens des Clupeinspaltungsvermégens und der deutlichen 
Hemmbarkeit der Kollagenase durch Cystein — die Wirksamkeit der 
unter bestimmten Bedingungen aus gelatine- und clupeinspaltenden 
(d. h. kollagenase- und anaerobiasehaltigen) Kulturfiltraten des Gas- 
bazillus durch Holzgeist oder Ammonsulfat gewonnenen Enzym- 
praparate durch Cystein gegeniiber Gelatine noch merklich gesteigert, 
die Wirksamkeit des durch Trichloressigsiurefaillung dargestellten 
Praparats aber deutlich gehemmt wird, findet jetzt ihre einfache Er- 
klarung: In jenen Praparaten ist die Kollagenase namlich nicht blob 
(wie man geneigt war, auf Grund des Verlustes des Clupeinspaltungs- 
vermégens anzunehmen) mit dem Apoenzym der Anaerobiase ver- 
gesellschaftet, sondern immer noch mit dieser selbst, die nur infolge der 
Abtrennung der ,, Komplettierungssubstanz‘‘ ihr Clupein-, aber nicht ihr 
Gelatinespaltungsvermégen verloren hat. Deshalb ist die Wirksamkeit 
solcher Praparate gegeniiber Gelatine in Anwesenheit von Cystein 
gréBer als in Abwesenheit von Cystein, d.h. ohne Cystein mi®t man 
allein die Kollagenasewirkung, mit Cystein auch noch die Anaerobiase- 
wirkung. Das Trichloressigsiurepraparat enthalt nur Kollagenase 
(neben irreversibel inaktiver Anaerobiase). Aus diesem Grunde ist die 
Wirksamkeit dieses Praiparats gegeniiber Gelatine in Anwesenheit von 
Cystein merklich geringer als in Abwesenheit von Cystein (denn die 
Kollagenase wird durch SH deutlich gehemmt). 

Nach den py-Aktivitétsversuchen mit hochgereinigten Anaerobiase- 
praparaten und Gelatine als Substrat liegt das Wirkungsoptimum auch 
dieser bakteriellen Proteinase bei bzw. um pu = 7. Die Anaerobiase 
neigt im hochgereinigten Zustande ziemlich rasch zur irreversiblen 
Inaktivierung. Auch die héchstgereinigten Praparate geben noch 
typische EiweiBreaktionen, wahrend die Molischprobe negativ ausfillt. 

Versuche, den thermostabilen Enzymanteil — die Komplettierungs- 
substanz! — zu isolieren, sind im Gange. Diese Substanz konnte auch 
in den Nahrsubstraten nachgewiesen werden, die aus tierischem Material 
gewonnen wurden. Dieser Befund verdient auch in biologischer Hinsicht 
einige Beachtung. Die Substanz ist in Holzgeist und Aceton ldslich. 
Aus wassrigen Lésungen solcher Extraktriickstande kénnen durch 
Bleiacetat, Flaviansiure usw. merkliche Mengen Ballaststoffe ab- 
getrennt werden. Die reineren Lésungen geben noch positive Biuret-, 
Millon- und (nach Zusatz von KCN) Nitroprussidreaktion. Uber diese 
Versuche soll spater berichtet werden. 


1 Vgl. dazu Naturwiss. 26, 139, 1938. 
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I. Die Trennung der Kollagenase von der Anaerobiase. 


Die Darstellung hochgereinigter Kollagenasepriparate, frei von 
anderen Proteasen, war dadurch erleichtert, daB, auf Grund syste- 
matischer Untersuchungen iiber die Bildung und das Auftreten der 
Kollagenase in der Kultur des Gasbazillus! und iiber den Proteasen- 
gehalt der Kulturfiltrate des Para- und Rauschbrandbazillus, Ausgangs- 
material zur Verfiigung stand, das auBer der Kollagenase keine anderen 
Proteasen in meBbaren Mengen enthielt. Wie sich die Reinigung der 
Kollagenase gestaltet, wenn sie mit der Anaerobiase vergesellschaftet 
ist, wird im folgenden Beispiel beschrieben. Die Reinigung der Anaero- 
biase setzt dagegen immer ihre Abtrennung von anderen Proteasen 
voraus, weil sie, beispielsweise im Kulturfiltrat des Gasbazillus, immer 
mit verhaltnismaBig groBen Mengen Kollagenase und in der Regel 
auch mit geringen Mengen Peptidasen, im Histolyticuskulturfiltrat? 
noch mit einer dritten Proteinase vergesellschaftet ist. Im allgemeinen 
1aBt sich die Kollagenase mit besserer Ausbeute reinigen als die Anaero- 
biase, weil jene bestandiger ist (wenigstens hat sie sich bisher als be- 
standiger erwiesen). Die Anaerobiase ist ,,siurelabiler‘‘ und neigt im 
héheren Reinheitsgrad leicht zur irreversiblen Inaktivierung (vgl. 
Tabelle II). Aus diesen Griinden kénnen manche ReinigungsmaBnahmen, 
die sich zur Kollagenasereinigung gut eignen, wie z. B. die Fallung 
durch Trichloressigsiure oder durch organische Lésungsmittel, nicht 
oder nur mit merklichen Verlusten bei der Anaerobiasereinigung ver- 
wendet werden. 


Ein verhaltnismaBig einfacher Weg, der zur Trennung der Anaero- 
biase von der Kollagenase und zu hochgereinigten Praparaten der beiden 
Enzyme fiihrt, wird im folgenden Beispiel angegeben. Seine Uber- 
tragung auf jedes beliebige Kulturfiltrat des Gasbazillus fiihrt aber nicht 
immer zu Enzympraparaten von so giinstigem Reinheitsgrad, denn die 
Eignung der verschiedenen ReinigungsmaBnahmen und die Reihenfolge 
ihrer Anwendung und damit schlieBlich auch die Enzymausbeute und 
der Reinheitsgrad des Praparats hangen, worauf schon verschiedentlich 
hingewiesen wurde, weitgehend von der Zusammensetzung des Kultur- 
filtrats ab. 


Wie sich bei Verwendung von Histolyticuskulturfiltraten die 
Trennung und Anreicherung der Kollagenase, der Anaerobiase und 


einer dritten Proteinase gestaltet, soll demnachst beschrieben werden. 
1. Gemeinsame Ausfdllung der beiden Proteinasen (durch ?/, Am- 
monsulfatsaéttigung). 2 Liter Kulturfiltrat des Welch-Fraenkelschen Gas- 


1 Diese Untersuchungen wurden in Gemeinschaft mit Prof. R. Prigge 
und Dr. F. Nagler vom Staatsinstitut f. exper. Therapie, Frankfurt a. M., 
durchgefiihrt. — ? Vgl. dazu IV. Mitt.: diese Zeitschr. 295, 391, 1937/38. 
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bazillus (pH = 6,8)', das Gelatine und Clupein (letzteres erst nach Zu- 
satz von Cystein) kraftig spaltete und daneben noch ganz geringe Mengen 
Aminopolypeptidase enthielt, wurden in der Kalte mit 4 Liter gesattigter, 
neutraler Ammonsulfatlésung versetzt und der entstandene Niederschlag 
nach ungefahr zweistiindigem Stehen in der Kialte bei 5000 Umdrehungen 
abgeschleudert. Dabei setzte sich der Hauptteil des Niederschlags am Boden 
des Zentrifugenbechers ab, ein kleiner Teil jedoch schwamm an der Ober- 
fliche als feste Haut, die sich restlos mit dem Spatel abheben lieB. Der 
Niederschlag wurde nach dem Waschen mit ?/, gesattigter (NH,),S0O,- 
Lésung in 400 eem Wasser gelést und in der Kalte durch Zusatz von 800 ecm 
(N H,),80,-Lésung wieder ausgefallt. Der nach einigen Stunden abgetrennte 
Niederschlag léste sich nicht vollsténdig in Wasser; nach Einstellen des 
pu auf 7 klarte man durch Zentrifugieren (20 Minuten bei 6000 Umdrehungen) 
und fiillte die rotbraun gefarbte Lésung auf 200 cem auf (Lésung 1). 

5 cem der Lésung | dialysierte man unter Toluol im Cellophanschlauch 
4 Tage gegen flieBendes destilliertes Wasser. Endvolumen des Dialysats 
nach Einstellung von po = 7 10 ccm (Lésung 1 Dia). 

2. Trennung der beiden Proteinasen (durch !/,und ?/, (N H,), 8S O,-Sattigung 
der Lésung 1). 190 cem der Lésung 1 versetzte man in der Kalte mit dem 
gleichen Volumen Ammonsulfat. Der Niederschlag wurde mit Hilfe der 
Zentrifuge abgetrennt, in Wasser gelést, in der Kalte durch Zugabe des 
gleichen Volumens ges. (N H,),8 O,-Lésung wieder ausgefallt, nach dem 
Waschen mit 1/, ges. (NH,).S8O,-Lésung in Wasser gelést, die Lésung auf 
pu = 7 eingestellt und auf 190 cem gebracht (Lésung 2). 

10 ccm der Lésung 2 wurden unter Toluol im Cellophanschlauch 4 Tage 
gegen flieBendes destilliertes Wasser dialysiert. Das Endvolumen des 
Dialysats nach Einstellung auf py = 7 war 20 cem (Lésung 2 Dia). 

Die Mutterlauge ['/, (NH,),.SO, ges.] versetzte man in der Kalte mit 
190 cem Ammonsulfatlésung. Der abgetrennte Niederschlag, zum Teil am 
Boden des Zentrifugenbechers haftend, zum geringeren Teil an der Ober- 
flache in Form einer festen Haut schwimmend, wurde in Wasser gelést und 
in der Kalte durch Zugabe von 2 Volumen ges. Ammonsulfatlésung wieder 
ausgefallt. Nach dem Waschen mit ?/, ges. Ammonsulfatlésung nahm man 
den Niederschlag in Wasser auf, stellte das py auf 7, klarte die triibe Lésung 
durch Zentrifugieren und fiillte sie auf 190 cem auf (Lésung 3). 

10ccm der Lésung 3 wurden unter Toluol im Cellophanschlauch im 
Kiihlschrank gegen oftmals erneuertes destilliertes Wasser 4 Tage lang 
dialysiert. Das Dialysat fiillte man nach dem Einstellen auf py = 7 auf 
20 cem auf (Lésung 3 Dia). 

3. Weiterreinigung der Kollagenase (durch fraktionierte Ammonsulfat-, 
Trichloressigséure- und CO,-Fallung aus wassriger Acetonlésung). 

A. 150 eem der Lésung 2 wurden in der Kalte mit 75 ecm ges. Ammon- 
sulfatlésung versetzt. Der merkliche Niederschlag, der sich bei 5000 Um- 
drehungen gut abschleudern lieB, wurde nochmals umgefallt, gewaschen 
und insgesamt in 75 ccm Wasser gelést (pH = 7) (Lésung 4). Die Mutter- 
lauge ['/, (NH,),.SO, ges.] wurde in der Kalte auf !/, Sattigung gebracht, 
der abgetrennte Niederschlag wieder in Wasser gelést, durch Zugabe des 
gleichen Volumens ges. Ammonsulfatlésung in der Kalte ausgefallt, mit 
1/, Ammonsulfat ges. Wasser gewaschen, in Wasser gelést, die Lésung durch 


1 Ich verdanke die Kulturfiltrate dem freundlichen Entgegenkommen 
des Herrn Dr. A. Demnitz, ,,Behringwerke**, Marburg a. d. Lahn. 
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Zentrifugieren geklart, ihr py auf 7 eingestellt und auf 150 ccm aufgefiillt 
(Lésung 5). (Aus der !/, Ammonsulfat ges. Mutterlauge fiel nach ?/, Sattigung 
noch ein merklicher Niederschlag aus, der aber weder Kollagenase noch 
Anaerobiase in meSbaren Mengen enthielt.) 

10 cem der Lésung 5 wurden unter Toiuol im Cellophanschlauch 4 Tage 
gegen flieBendes destilliertes Wasser dialysiert. Das Endvolumen des 
Dialysats nach Einstellen des px auf 7 war 20 cem (Lésung 5 Dia). 

B. 100cem der Lésung 5 wurden in der Kalte mit 50 cem 5% iger 
eisgekiihlter Trichloressigséurelésung versetzt. Nach zweistiindigem Stehen 
in Eiswasser schleuderte man den Niederschlag ab, léste ihn unter 
Zugabe von wenig sehr verdiinntem Alkali in Wasser und fallte ihn in der 
Kalte durch Zugabe des halben Volumens 5°, iger Trichloressigsiurelésung 
wieder aus. Der Niederschlag wurde mit trichloressigséurehaltigem Wasser 
gewaschen, unter Zugabe von sehr verdiinntem Alkali in Wasser gelést, 
das px der Lésung auf 7 eingestellt, diese von einer geringen Triibung 
befreit (10000 Umdrehungen) und das Volumen der schwach hellbraun 
gefarbten klaren Lésung auf 100 cem gebracht (Lésung 6). 

10cem der Lésung 6 wurden unter Toluol im Cellophanschlauch 
2!/, Tage gegen flieBendes destilliertes Wasser dialysiert. Das Endvolumen 
war 15 ccm (pu = 7) (Lésung 6 Dia). 

{'. 75 eem der Lésung 6 wurden in der Kialte mit 75 cem tiefgekiihltem 
Aceton so versetzt, da die Temperatur nicht iiber -+- 2° stieg, dann wurde 
Kohlensaéure eingeleitet. Den rasch entstehenden Niederschlag trennte 
man nach kurzem Stehen in der Kalte ab, léste ihn in Wasser und fallte 
ihn ein zweites Mal, wie beschrieben, mit Kohlenséure. Der Niederschlag 
wurde sodann unter Zugabe von sehr verdiinntem Alkali in Wasser gelést, 
ein geringer unléslicher Anteil bei 5000 Umdrehungen abgetrennt und die 
wasserklare, fast kaum noch gefarbte Lésung, nach Einstellung auf py = 7, 
auf 75 cem aufgefiillt (Lésung 7). 

4. Weiterreinigung der Anaerobiase (durch fraktionierte Ammonsulfat- 
und Acetonfillung). 

A. 150 cem der Lésung 3 wurden in der Kalte mit dem gleichen Volumen 
ges. Ammonsulfatlésung versetzt. Der Niederschlag abgetrennt, ein zweites 
Mal umgefallt, in Wasser gelést, die Lésung auf py = 7 gebracht, durch 
Zentrifugieren geklart und auf 150 cem gebracht (Lésung 4). 

Die !/, Ammonsulfat ges. Mutterlauge wurde mit dem halben Volumen 
ges. Ammonsulfatlésung in der Kalte versetzt, der Niederschlag nach un- 
gefahr 3 Stunden abgeschleudert (wobei er sich teils auf dem Boden des 
Bechers, teils an der Oberflache der Fliissigkeit in gut entfernbarer Form 
sammelte), in Wasser gelést und durch Zusatz von 2 Volumen ges. Ammon- 
sulfatl6sung wieder ausgefallt. Den abgetrennten Niederschlag léste man 
nach dem Waschen in Wasser, klairte ihn bei 10000 Umdrehungen, stellte 
die Lésung auf py = 7 und fiillte sie auf 150 cem auf (Lésung 9). (Aus der 
2/, Ammonsulfat ges. Mutterlauge fiel nach Ganzsattigung ein Nieder- 
schlag aus, der praktisch kein Enzym mehr enthielt.) 

10cem der Lésung 9 wurden unter Toluol im Cellophanschlauch 
3!/, Tage im Kiihlschrank gegen oftmals gewechseltes destilliertes Wasser 
dialysiert. Dabei fiel ein feinflockiger, ganz schwach schmutziggriin ge- 
fa: bter! Niederschlag? aus, der auf Zusatz von wenig sehr verdiinntem 


1 Uber die Herkunft der Farbe vgl. III. Mitteilung dieser Reihe, |. c. 
— # Dieser enthalt das gesamte Enzym. Dialysiert man gegen schwach 
alkalisches Wasser (pH = 8), so fallt kein Niederschlag aus. 
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Alkali fast restlos in Lésung ging. Die Lésung wurde auf py = 7 eingestellt, 
durch Zentrifugieren bei 10000 Umdrehungen geklart und auf 20 cem auf- 
gefiillt (Lésung 9 Dia). 

B. 75 cem der Lésung 9 wurden mit 150 cem Aceton versetzt und zwar 
so, daB die Temperatur nicht iiber + 2° stieg. Den sich ziemlich rasch 
bildenden Niederschlag trennte man ab, léste ihn in Wasser, wobei ein merk- 
licher Anteil (infolge Denaturierung) ungelést blieb, der abgetrennt wurde. 
Die Lésung wurde auf 75 ccm aufgefiillt, abgekiihlt, mit 150 cem Aceton 
versetzt (wobei die Temperatur nicht iiber + 2° stieg) und der entstandene 
Niederschlag nach seiner Abtrennung in Wasser gelést, das py auf 7 ein- 
gestellt, die Lésung durch Zentrifugieren bei 10000 Umdrehungen geklart 
und die nun wasserklare Lésung auf 75 ccm aufgefiillt (Lésung 10). 


Il. Der Wirkungsbereich der Anaerobiase. 


Auf Grund der Versuche mit Kulturfiltraten konnten stichhaltige 
Angaben iiber den Wirkungsbereich des sogenannten clupeinspaltenden 
Enzyms, der Anaerobiase, nicht gemacht werden. Die Wirkung 
dieses Enzyms, mit Ausnahme der gegeniiber Clupein, wird namlich 
durch die Wirkungen der anderen, zum Teil in verhaltnismaBig groBen 
Mengen in den Kulturfiltraten vérschiedener Gasbranderreger noch 
vorkommenden Proteinasen itiberdeckt. Verschiedene Beobachtungen 
machten es jedoch sehr wahrscheinlich, daB das Enzym auBer Clupein 
auch noch Gelatine und Casein zu spalten vermag. So wurde regel- 
maBig festgestellt, daB das proteolytische Wirkungsvermégen nur 
solcher Kulturfiltrate der Gasbranderreger durch Cystein erhéht wird, 
die auch Clupein merklich spalten und daB beim Fehlen der Clupein- 
spaltung das proteolytische Wirkungsvermégen dieser Kulturfiltrate 
durch Cystein schwach, aber deutlich gehemmt wird. Diese Beob- 
achtungen wiesen auf eine Beteiligung des Tragers des Clupeinspaltungs- 
vermégens am Casein- und Gelatineabbau hin. Die Steigerung des 
proteolytischen Wirkungsvermégens der verschiedenen Kulturfiltrate 
durch Cystein ist demnach nicht auf eine Aktivierung aller Trager 
dieses Vermégens zuriickzufiihren, sondern auf das Wirksamwerden 
des ,,clupeinspaltenden Enzyms‘ und seiner Beteiligung am Abbau. 
Diese Auslegung der Befunde gewann an Sicherheit durch die Fest- 
stellung, daB die Kollagenase der Gasbranderreger und die dritte 
Proteinase des Histolyticusbazillus durch Cystein schwach, aber deutlich 
gehemmt werden. Sie wird stichhaltig bewiesen durch die nun méglich 
gewordene Ermittlung des Wirkungsbereiches des von anderen Pro- 
teinasen befreiten ,,clupeinspaltenden Enzyms‘, der Anaerobiase. 

Die Anaerobiase, so wie sie bei der beschriebenen Trennung und 
Reinigung erhalten wird, vermag Casein und Gelatine kawm, Clupein 
und Pepton nicht anzugreifen. Erst durch Cystein erfahrt ihr Wirkungs- 
vermégen gegeniiber Casein und Gelatine eine starke, gegeniiber Clupein 
und ,,Pepton ‘ nur eine sehr geringe Erhéhung. Fiigt man zu der durch 
Cystein aktivierten Anaerobiase noch den abgetrennten thermostabilen 
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Tabelle I. Auswertung der im Reinigungsbeispiel dargestellten 
Enzymlésungen. 
Versuchsbedingungen: 10 ecm Versuch (0,4 g Gelatine bzw. 0,3 g Clupein C), 
pu = 7 (ohne Puffer); ¢ = 40°, Toluol und N,, Dauer 24 Stunden. Probe 
2 ccm. 

Zur Priifung wurde ein Teil der Enzymlésungen | bis 10 auf das 
Ausgangsvolumen gebracht, so daB iiberall gleiche Fliissigkeitsmengen 
im Versuchsansatz angewandt werden konnten. 

Zusatzstoffe: 1. Cystein (px = 7) m/250. 2. Komplettierungssubstanz; 
angewandt 0,5 ccm eines gereinigten Priparats, enthaltend 1,20 mg Riick- 
stand, in der Tabelle mit K. 8S. bezeichnet. 








Angewandt Spaltung (ccm 0,05 n KOH) 





Losung | Gelatine Clupein 
| mg  senenaiiivensiestae RECS | AULRD mre voey Hr tnt os thet ASI eee 
Cystein Cystein K. 8. + Cystein 
Kulturfiltrat 0,91 1,15 — 
0,68 0,90 , 5 
0,35 0,44 


0,94 1,10 
0,71 0,85 
0,34 _ 

0,90 0,77 
0,66 ~~ 

0,87 0,74 
0,64 0,50 
033 § — 

0,95 0,71 
0,66 0,48 
0,07 0,49 
0,01 0,23 


0,03 | 0,44 


_ 
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SSS8s S 


0,21 0,10 
0,77 0,54 
0,54 0,42 
0,26 ~ 
0,74 0,56 
0,51 

0,96 

0,75 

0,51 

0,27 

0,94 

0,76 

0,50 

0,23 

0,87 

0,64 

0,30 

0,17 

0,12 
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Tabelle I (Fortsetzung). 





Angewandt Spaltung (cem 0,05 n K OH) 

Lésung BREWS Samer s ? Gelatine  Chupein 

ecm mg . a - coc oneereaepyesememntan 
Cystein Cystein kK. S. + Cystein 

9 1,00 0,07 0,47 0,20 1,60 
0,50 — 0,02 0,29 0,11 1,19 
0,20 0,01 0,13 0,05 0,64 

9 Dia. 1,00 0,074 0,05 0,41 0,15 1,41 
0,50 0,03 0,25 0,10 0,88 
0,20 _- — — 0,03 0,50 

10 1,00 0,033 0,04 0,31 0,16 1,38 
0,50 0,03 0,20 0,07 0,74 
0,20 _ — — 0,01 0,40 


Anteil (die sogenannte Komplettierungssubstanz) hinzu, dann steigt 
die enzymatische Wirksamkeit gegeniiber Gelatine und Casein nur noch 
wenig, gegeniiber Clupein und Pepton dagegen wesentlich an, d. h. 
Clupein und Pepton werden erst jetzt optimal gespalten. Daraus folgt, 
daB die durch Cystein aktivierte Anaerobiase EiweiBstoffe wie Casein 
und Gelatine ohne weiteres zu spalten vermag, dagegen Eiweibstoffe 
wie Clupein und Pepton erst nach Erganzung durch eine thermostabile 
Substanz. Diese bewirkt somit eine Erweiterung des Wirkungsbereiches 
der Proteinase. Die Versuche sind ini Tabelle II zusammengestellt. 


Tabelle Il. Verhalten der Anaerobiase gegen verschiedene 
EiweiBstoffe. 

Enzymlésungen: 1. Das Enzym lag in dieser Lésung rund 200 mal reiner 
vor als im Ausgangsmaterial; angewandt davon im 10 cem-Versuch 
2cem, enthaltend 0,061 mg Riickstand (105°), 2. Das Enzym lag in 
digser Lésung ungefahr 450mal reiner vor als im Kulturfiltrat ; angewandt 
davon 2cem, enthaltend 0,027mg Riickstand. 3. Enzymlésung 2, 2 Tage 
im Kiihlschrank unter Toluol aufbewahrt. 4. Enzymlésung 2, 6 Tage alt. 

Zusatzstoffe: 1. Cystein (pH = 7) m/250. 2. Komplettierungssubstanz ; 
angewandt 0,2ccm eines gereinigten Praiparats, enthaltend 0,143 mg 
Riickstand; in der Tabelle mit K. 8. bezeichnet. 

Versuchsbedingungen: 10 cem Ansatz (0,4 g Gelatine, 0,3 g Casein, Clupein C 
bzw. Pepton); px = 7 (ohne Puffer); ¢ = 40°, Toluol und N,; Dauer 
22 Stunden. Titrationsprobe 2 ccm. 





Spaltung (ccm 0,05 n KOH) 








= Casein Gelatine Clupein Pepton Leucyl- 
= RCIA BWA Y ON OOES | Care mEky GCM Ee . sro = } > glycyl- 
ms — |sH/%S-| — | sa x S mae), — | meee tye 
1 0,08' 0,52; 0,60 0,24 1,10 1,23 0,01 |0,24 1,78 0,03 0.24 0,57 — 0,03 
2 0,05 0,44; 0,57 0,21 1,02 1,17 0,03 |0,20 1,53 0,04 0,21) 0,53 0,04 
3 | — 0,01 0,38) 0,45 0,06 0,83 0,91 0,02 0,11 1,24 — 0,04 0,15 0,40 0,01 
4 0,02 0,27) 0,28 0,07 0,58 0,61 |0,03 0,08 0,83 - —|;- - 
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Il]. Wirkungsoptimum der Anaerobiase gegeniiber Gelatine. 


Nach den py-Aktivitatsversuchen, die bisher mit gereinigten 


Anaerobiasepraparaten und Gelatine als Substrat — in Gegenwart 
von Cystein — durchgefiihrt wurden, liegt, wie Abb. 1 belegt, das 


Wirkungsoptimum auch dieser Proteinase bei bzw. um py = 7. Die 
Untersuchung der py-Abhangigkeit der Clupeinspaltung steht noch aus, 
doch darf auf Grund von orientierenden Versuchen wohl angenommen 
werden, da auch Clupein um py = 7 optimal gespalten wird. Die 
Wasserstoffionenkonzentration bei den Gelatineversuchen wurde mit 





Veronalacetat-HCl-Puffer eingestellt. Wegen einiger technischer 
Schwierigkeiten bei der Titration verweise ich 
auf friihere Ausfiihrungen!. wv 


IV. Verhalten der Anaerobiase gegen verschiedene 
Zusatzstoffe. 


8 


Uber das Verhalten der hochgereinigten An- 
aerobiase gegen verschiedene Zusatzstoffe unter- 
richten Versuche, die in Tabelle III zusammen- 
gefaBt sind. Danach wird die Wirksamkeit der 
durch Cystein aktivierten Anaerobiase gegeniiber 
Casein und Gelatine und die Wirksamkeit der 
durch den thermostabilen Anteil erganzten An- 
aerobiase gegeniiber Clupein durch Jodessigsdure a 
(trotz tiberschiissigen Cysteins) deutlich gehemmt. 
Unter den gleichen Bedingungen hemmen auch Mind: aaa 
normales Pferde- und Rinderserum?. Bemerkens- _ keit der Gelatinespaltung 
wert ist die Aktivierbarkeit hochgereinigter An-  “? Ps car salon 
aerobiasepraparate durch Blausiure, weil sie auf 
das Vorliegen von Disulfidgruppen hinweist, auf deren Aufspaltung 
wohl die Aktivierung durch Blausdure zuriickzufiihren ist. Man 
wird also auch hier, wie friiher bei den Papainasen*, vor die Frage 
gestellt, ob sich die Disulfidgruppe im Enzymmolekiil oder in einem 
noch vorliegenden Begleitstoff befindet. Merkwiirdigerweise kann im 
Versuch: Anaerobiase -+- Komplettierungssubstanz + Cystein + Clu- 
pein, Cystein durch Blausaure nicht ersetzt werden; man hatte eigentlich 
im HCN-Versuch eine ungefaéhr 50°,ige Aktivierung erwartet. 

Es soll noch besonders auf den Versuch hingewiesen werden, in 
dem an die Stelle der Komplettierungssubstanz der sogenannte Begleit- 
stoff X kauflicher Papainpraparate* getreten ist. Dieser Begleitstoff X 


> 
& 


Aciditatszuwachs [ccm 005K oH] nee 
S : 














1 T. Mitt.: diese Zeitschr. 294, 1, 1937. 2 Ebenso normales Menschen-, 
Hammel-, Kaninchen- und Meerschweinchenserum. —- ? E. Maschmann u. 
E. Helmert, Zeitschr. f. physiol. Chem. 219, 99, 1933. —- 4 Vgl. EB. Masch- 


mann, ebenda 228, 141, 1934; EB. Maschmann u. E. Helmert, diese Zeitschr. 
280, 184, 1935. 










2985 E. Maschmann: Uber Bakterienproteasen. IX. 





aktiviert bekanntlich! nach reduktiver Behandlung mit Ascorbinsaure- 
Eisen oder Citronensaéure-Eisen (II) das ,,Papain‘‘ ebenso stark wie 
Cystein. Im obigen Versuch kann der Papainbegleitstoff X die soge- 
nannte Komplettierungssubstanz teilweise ersetzen. Auf die mégliche 
Bedeutung dieses Ergebnisses soll vorerst nicht naher eingegangen 
werden. 








Tabelle III. EinfluB verschiedener Zusatzstoffe auf die 
Anaerobiase. 





Enzymlésung: Gereinigte Anaerobiaselésung, die praktisch frei von Kolla- 
genase und Aminopolypeptidase war. Bei den Casein- und Gelatine- 
versuchen wurden davon 3ccem, bei den Clupeinversuchen 1,5 cem fiir 

. den 10 cem-Ansatz benutzt. 

Zusatzstoffe: Mit K. 8. wird ein gereinigtes Praparat der Komplettierungs- 
substanz bezeichnet; Begleitstoff X war ein gereinigtes Praparat aus 
Papain (Merck 1: 350). px der Zusatzstofflésungen = 7. 

Versuchsbedingungen: 10 ccm Ansatze; po = 7 (ohne Puffer), ¢ = 40°, 
Dauer 24 Stunden. Toluol und N,. Probe 2 ccm. 

Die Enzymlésung wurde mit Jodessigsiure bzw. mit Serum 30 Minuten bei 

40° aufbewahrt, bevor Cystein, Wasser und Substrat hinzugesetzt wurden. 


























—— == — 
; i Spaltung (ccm 0,05 n K O BH) 
Zusitze Ss 
Ht Casein Gelatine Clupein 





— 0,10 


0,17 0,00 
Tg a eR IEE ee eee eee ea ey Ps aia 0,49 1,10 0,15 
eM NONI eo ksccsn ces coche swen cu ceews 0,55 137 1,31 
DRIMEEIEE oc ninco oo ce nbwe biTR sreseee ts e8 0,27 0,61 0,06 
Bh; Gy WA TON «so hac sc deccgeeed cans 0,26 0,63 0,20 
m/500 Jodessigséure -+ m/125 Cystein......... 0,19 0,49 _ 
Pferdeserum (0,2 com) + m/250 Cystein...... 0,17 0,43 _ 
Rinderserum {0,2 ,, )+m/250 ,,...... 0,20 0,40 = 
K. 8S. + m/500 Jodessigsiure + m/125 Cystein . . _ _ 0,51 
K. 8. + Pferdeserum + m/125 Cystein ........ - 0,59 
K.8. + Rinderserum + m/125 ,, ........ ~ - 0,63 
Begleitstoff X + m/250 Cystein .............. ~ 0,67 


1 Vgl. E. Maschmann, ebenda 228, 141, 1934; EH. Maschmann u. 
E. Helmert, diese Zeitschr. 280, 184, 1935. 
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Die Bestimmung von Tryptophan und Tyrosin in der Hefe 
mit dem Pulfrich-Photometer. 
Von 
Heinrich Kraut. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Arbeitsphysiologie Dortmund- 
Miinster.) 
(Eingegangen am 7. Mai 1938.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


Fiir die Bestimmung der Aminosduren, insbesondere der lebens- 
wichtigen Aminosauren in Nahrungsmitteln, sind Methoden erwiinscht, 
die eine direkte Bestimmung im Ausgangsmaterial ohne vollstandigen 
AufschluB und praparative Trennung erlauben. Durch AufschluB und 
Trennung entstehen Verluste, deren Umfang wechselt und oft nicht mit 
geniigender Sicherheit erkannt werden kann. Bei einer Untersuchung 
iiber den Gehalt der Hefe an den lebens- 
wichtigen Aminosiuren! haben wir uns ay 
daher zur Bestimmung des Tyrosins der 




















von D. Zuwerkalow modifizierten Millon- BS “ 

Reaktion? bedient, wobei wir die Farb- S vi 

tiefen im Pulfrich-Photometer ermit- “ 4-2 50 Pee aes $—}+— 
telten®. Das Tryptophan bestimmten wir ae ae ke ae) Tim 
nach J. Tillmans und A. Alt* durch ge- 120 S30 490 
wohnliche Kolorimetrie der mit 66 °,iger Abb. 1. Extinktionskurven des 
Schwefelsiure und Formaldehyd fent- oll gy ~~ ge Aine 
stehenden Gelbfirbung. Beide Methoden ___ Phangehaltes. 
bediirfen aber, wie wir inzwischen fest- Biba ove _ 
stellten, noch gewisser, allerdings nicht = ----- 0,16 mg Tryptophan. 


erheblicher Korrekturen. 

Die Tryptophanbestimmung in der Hefe bereitete uns anfangs 
Schwierigkeiten, weil die Hefe mit der starken Schwefelsiure eine den 
Vergleich der Tryptophanmenge ausschlieBende Blaufarbung gibt. 
Bei der von uns angewendeten Extraktion der Hefe mit verdiinnter 
Natronlauge bleibt zwar die Hauptmenge der blaufarbenden Substanz 
im Ungelésten, aber es geht immerhin soviel davon in Lésung, daB die 
Farbung sich von der mit reinem Tryptophan entstehenden durch 


1 H. Krautu. F. Schlottmann, diese Zeitschr. 291, 406, 1937. — 2 Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 163, 185, 1927. — * Bei der Angabe des Farbfilters ist uns 
auf 8.410 der zitierten Abhandlung ein Druckfehler unterlaufen. Statt 
Farbfilter S 10 muB es richtig S 50 heiBen. — 4 Diese Zeitschr. 164, 135, 1925. 
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einen griinlichen Stich unterscheidet, der den kolorimetrischen Vergleich 
erschwert und leicht Fehler von 10 bis 20% ergibt. In Abb. 1 ist die 
Extinktionskurve des reinen Tryptophans der einer Hefelésung des- 
selben Tryptophangehalts gegeniibergestellt, wie sie nach dem Zusatz 
von Schwefelsiure und Formol erhalten werden. Die Abweichungen 
der beiden Kurven zeigen die groBen Unterschiede im Farbton. Die 
daraus entspringende Schwierigkeit wird vermieden, wenn man die 
Auswertung nicht mit dem Kolorimeter, sondern mit dem Pulfrich- 
Photometer vornimmt. Die Gegenwart von Tyrosin stért hierbei die 
Ermittlung des Tryptophangehalts nicht. 

In einer aus der Zeit unserer ersten Untersuchung stammenden 
Probe von Trockenhefe (Nr. 1 der Tabelle) finden wir einen mit unseren 
damaligen Werten (0,83 bis 0,98 °% Tryptophanstickstoff, berechnet auf 
den Gesamtstickstoff der Hefe) iibereinstimmenden Wert von 0,9 ° 
Tryptophanstickstoff. Es stellte sich aber heraus, daB der Tryptophan- 
gehalt der Hefe gréBeren Schwankungen unterliegt, als unsere damaligen 
Proben erkennen jieBen. Drei neue Proben von Trockenhefe! enthielten 
1,0, 1,2 und 1,3% Tryptophanstickstoff, im Durchschnitt der vier 
Proben 1,1°%. Die Hefe erreicht daher manchmal den Tryptophan- 
gehalt des Fleisches, der von Tillmans und Alt mit 1,2 % Stickstoff 
(berechnet auf den Gesamtstickstoff des Fleisches) ermittelt wurde. 

Nach den Angaben von Zuwerkalow ist die bei der Millon-Reaktion 
mit Tyrosin entstehende Rotfarbung una bhangig von etwa begleitendem 
Tryptophan. Dies ist bei kleinen Anspriichen an die Genauigkeit und 
bei geringen Tryptophanmengen auch richtig. Wenn man die Reaktion, 
was durchaus méglich ist, zu einer exakten Tyrosinbestimmung aus- 
gestaltet, so ist eine Korrektur fiir die durch das begleitende Tryptophan 
verursachte Rotfarbung anzubringen. Man bestimmt dazu das Trypto- 
phan nach Tillmans und Alt und berechnet den Tichtigen Tyrosingehalt 
mit Hilfe der von uns aufgestellten Korrektionskurve (Abb. 5). 


Tabelle. Tryptophan- und Tyrosingehalt der Hefe. 





. . mg Tryptophan-N eee mg Tyrosin-N 
0 
N mg Tryptophan mg Tyrosin in in 100 mg 


‘ 0 . r ce in 100 mg i 
in der Hefe in 100 mg Hefe Gesamt-N 100 mg Hefe Gesamt-N 


sf 0,53 0,9 3, 2,9 
4) 0,69 1,3 2. 2,7 
| 0,66 1,2 3,3 3; 
3 0,55 1,0 ‘ 3,6 


Die Korrekturen, die an den Tyrosinbestimmungen in Hefe infolge 
des Tryptophangehalts anzubringen sind, schwanken zwischen 3 und 6 %, 


1 Normale Handelsprodukte der Gloria-Nahrhefe G.m. b. H. 
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des Tyrosingehalts. Sie sind also fiir das Gesamtergebnis ohne Bedeutung, 
da die Schwankungen zwischen den vier Hefepriparaten bis 10%, des 
gefundenen Tyrosins betragen. Auffallend ist aber, daB wir durchweg 
etwas héhere Werte fiir das Tyrosin finden als in unserer ersten Unter- 
suchung. Wir vermuten, daf vor der Prazisierung der Beslingungen, wie 
sie im folgenden beschrieben wird, oft etwas weniger Tyrosin gefunden 
wurde, als tatsachlich in den Praparaten enthalten war. Unsere jetzigen 
Angaben eines Tyrosinstickstoffgehalts der Hefe zwischen 2,7 und 3,6 % 
sind daher zuverlassiger. Statt mit 2,5°, muB der durchschnittliche 
Gehalt der Hefe an Tyrosinstickstoff mit 3° des Gesamtstickstoffs 
angesetzt werden. 


Bestimmung des Tryptophans. 


Bei der Bestimmung des Tryptophans mit dem Pulfrich-Photometer 
stellte sich heraus, daB die Fiarbung etwas von der Menge des zugesetzten 
Formols beeinfluBt wird. Ein Uberschu8 an Formol, z. B. das 2!/,fache 
der von Tillmans und Alt vorgeschrie- 
benen Mengen, gibt um 20° zu niedrige 13 
Werte. Auch erhalt man niedrigere Werte, 
wenn man die Formollésung ohne Gegen- 
wart von Schwefelsiure mit dem Tryp- 
tophan zusammen stehen l4Bt. Es ist 7% 
daher besser, zuerst Schwefelsiure und a9 
dann Formol zuzugeben. 48 





12 


7 
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Zur Aufstellung der Eichkurve wurde 
eine 0,04%ige Tryptophanlésung — in 
50 %igem Alkohol verwendet. Von dieser 
Lésung wurden entsprechende Mengen 
(0,1 bis 1,2cem) mit ungefahr 10 ccm einer a¢;—- 
66 igen Schwefelséure in einem 20 ccm Q3 
MeBk6lbchen vermischt und 2 Tropfen 
einer 0,4° igen Formollésung zugesetzt. 
Dann wurde mit 66 °%iger Schwefelsiure 
zur Marke aufgefiillt. Auch bei reinem ° 150 Gib 010 510 500 430 my 
Tryptophan ist entgegen den Angaben 720 . % 
von Tillmans und Alt die tiefste Farbung Sskaitinns oa de eamaaioan 
nach 5 Minuten noch nicht erreicht. Wir nach Tillmans und Alt. 
lassen alle Proben vor dem _ Photo- 
metrieren mindestens 10 Minuten stehen. Die Farbung halt sich mehrere 
Stunden unveradndert. Abb. 2 gibt die Absorptionskurve des Trypto- 
phans bei Verwendung von 0,6 mg in einer Kiivette von 30 mm Schicht- 
dicke wieder. Das Maximum der Absorption liegt bei einer Wellenlange 
von 470 mu. 
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Die in Abb. 3 dargestellte Eichkurve ist mit der Kiivette von 30 mm 
Schichtdicke und dem Farbfilter S 47 erhalten worden. 


Von den Hefeproben wurden je 10g mit 200 cem n/10 Natroniauge 
iiber Nacht auf der Maschine geschiittelt, dann abzentrifugiert, und de: 
Riickstand noch 6- bis 8mal mit derselben Menge Natronlauge behandelt. 
In den abzentrifugierten Lésungen muBte das Tryptophan einzeln be- 
stimmt werden, da die Lésungen sich nicht bis zum Ende der Extraktion 
hielten. Ein Versuch, das Verfahren abzukiirzen, indem nur zweimal mit 
je 500ccem extrahiert wurde, miBlang, da in 500cem nicht viel mehr 

Tryptophan in Lésung ging als in 
200 cem. 
Um in den giinstigen MeB8bereich 
zu gelangen, wurden von den ersten 
Extrakten 0,5cem, von den letzten 
5cem mit Schwefelsaure und 2 Tropfen 
einer 0,4% igen Formollésung auf 
20 cem aufgefiillt und nach mindestens 
10 Min. photometriert. Da 66 %ige 
Schwefelsiure die Hefeextrakte schon 
nach kurzem Stehen etwas verfarbt, 
ist es bei Anwendung von weniger 
als 2ccm des Hefeextraktes besser, 
nicht mit 66%iger Schwefelsaure. 
sondern mit 60°%iger Schwefelsaéure 
aufzufiillen bzw. den Hefeextrakt ent- 
sprechend zu verdiinnen. Anderer- 
mg /ryptophan seits kann man bei der stufenphoto- 
Abb. 3, Kichkurve far die Tryptophanbe- ™etrischen Auswertung ohne merk- 
stimmung nach Tillmans und Alt mit Farb- lichen Fehler 5cem Versuchslésung 
filter $47. (Kiivettenlinge 30 mm.) auf l5cem 66% ige Schwefelséure an- 
wenden, also eine 50 %ige Schwefel- 
sdure, wahrend beim Vergleich im Hehner-Zylinder nach Tillmans und Alt 
die Endkonzentration der Schwefelsaure nicht unter 60% sinken soll. 


Extinkton 
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Bestimmung des Tyrosins. 


Die von D. Zuwerkalow fiir den Vergleich im Dubosq-Kolorimeter 
angegebenen Mengenverhaltnisse finden wir auch fiir die photometrische 
Bestimmung geeignet. Man gibt zu 2 cem der tyrosinhaltigen Lésung 
6 ccm Eisessig, 4 ccm 10% iges Quecksilbersulfat in 5 %iger Schwefel- 
siure, und 2 Tropfen 0,5°%ige Natriumnitritlésung. Statt nach dem 
Vermischen auf freier Flamme zu erhitzen, finden wir es notwendig, 
die Temperatur und die Erwarmungszeit zu prazisieren. Wir stellen die 
Proben 4 Minuten in ein Wasserbad von 70°. Dann bleiben sie 15 Minuten 
bei Zimmertemperatur stehen, bevor photometriert wird. Wir erhielten 
z. B. bei einer Wasserbadtemperatur von 70° eine Extinktion von 0,46, 
bei 80° 0,44 und bei 100° 0,34. Das Tyrosin und die Hefeproben wurden 
in 5 %iger Natronlauge gelést. Die Hefelésungen wurden vor dem Zusatz 
des Eisessigs 24 Stunden unter 6fterem Umschiitteln aufbewahrt. 
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Wenn sie sich nicht vollstandig im Eisessig lésten, filtrierten wir nach 
dem Erwarmen die fertigen Ansatze in die Kiivetten. 

Wie schon Zuwerkalow angibt, ist ein UberschuB von Nitrit schadlich. 
Die Nitritmenge ist daher sehr genau einzuhalten. So gab z. B. in 
einer Hefeprobe mit 0,15 mg Tyrosin ein Zusatz von 0,04 cem 0,5 “iger 
Nitritlésung eine Extinktion von 0,34 (Kiivettenlange 30mm). Bei 
0,08 cem waren die Extinktionen schwankend zwischen 0,36 und 0,40. 
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-—-+ 0,2mgTyrosin+0,2 mg 
Tryptophan. 
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+—+—- 0,4mg Tyrosin + 0,4 mg 0,1 mg Tyrosin + 0,1 mg 
Tryptophan. Tryptophan. 
+--+—--+ 0,4mg Tyrosin. »—-+-—- + 0,1 mg Tyrosin. 
x+-x--x 0,4mg Tryptophan. <x-—x-—x 0,1 mg Tryptophan. 


Abb. 4. Extinktionskurven des Tyrosins und Tryptophans und ihrer Mischungen bei der Millon- 
Reaktion nach Zuwerkalow. (Kiivettenliinge 30 mm.) 


Bei 0,16 ccm fanden wir regelmaBig 0,41. Bei 0,24 ccm traten wieder 
Schwankungen zwischen 0,37 und 0,40 auf, wahrend bei 0,32 ccm eine 
Extinktion von 0,37 gefunden wurde und bei héheren Zusatzen (0,5 bis 
1,0 cem) die Extinktionen von 0,36 auf 0,32 sanken. Die héchsten 
Werte wurden also bei Zusatzen zwischen 0,1 und 0,2 ccm 0,5 %iger 
Nitritlésung erhalten. Die Nitritmengen sind aber etwas von der 
Tyrosinmenge abhangig. Fiir reine Tyrosinlésungen, die weniger 
Nitrit brauchen, wahlt man zweckmaBig bis zu einem Tyrosingehalt 
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von 0,2 mg die untere Grenze, namlich 0,1 ccm Nitritlésung, fiir dix 
zu untersuchenden Eiwei®lésungen dagegen die obere Grenze von 
0,2 ccm. Bei Tyrosingehalten zwischen 0,2 bis 0,4 mg im Versuchs- 
ansatz sind 0,2 ccm Nitritlésung fiir das reine Tyrosin und 0,3 cem fiir 
die KiweiBlésungen zu empfehlen. GréBere Tyrosinmengen sollen nicht 
verwendet werden. 


Wie erwahnt, gibt auch das Tryptophan eine Farbung mit Millons 
Reagens, die sich zur Farbung des Tyrosins addiert. In Abb. 4 sind 
Extinktionskurven gleicher Mengen (0,1 
—0,2—0,4 mg) von reinem Tyrosin und 
Tryptophan denjenigen der entsprechen- 
den Gemische gegeniibergestellt. Das 
Maximum der Extinktion liegt _ fiir 
Tyrosin bei 500 my, fiir Tryptophan bei 
470 mu. 





Abb. 5 zeigt die Eichkurven fiir reines 
Tyresin und reines Tryptophan mit Filter 
S50. Sie ist fiir das Tryptophan genau 
SS a mit denselben Zusatzen ermittelt worden 
| 4 | eT wie fiir das Tyrosin. 
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Abb. 5. Eichkurven fiir die Tyrosin- 


Millon-Reaktion mit Farbfilter S 50. ‘ ° ° a 
(Kiivettenlinge 30 mm.) tinktion, ermittelt aus Abb. 5, von der 


| scee es Tyrosin. gesamten gemessenen Extinktion ab- 
er ite Ee gezogen werden, um den Gehalt an Ty- 
rosin zu finden. 


Zur Bestimmung von Tryptophan selbst eignet sich das Millon- 
Reagens wenig, da die Farbung zu schwach ist. Da das Maximum der 
Extinktion bei Tryptophan an einer anderen Stelle als bei Tyrosin, 
namlich bei 470 my. liegt, besitzt man ein einfaches Mittel, um zu ent- 
scheiden, ob das Tyrosin von die Bestimmung stérenden Tryptophan- 
mengen begleitet ist. Man mift die Extinktion mit Filter 8 50 und S 47. 
Wenn mit Filter 8 47 nicht eine niedrigere Extinktion als mit Filter S 50 
erhalten wird, sondern dieselbe, oder sogar eine héhere, so ist eine 
Korrektur fiir die Gegenwart des Tryptophans erforderlich. Bei der 
Hefe erhalt man z. B. fiir beide Farbfilter ungefahr dieselben Werte, was 
eine Korrektur des Tyrosins um rund 6%, erforderlich macht. 
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In Abb. 6 sind Messungen der Extinktion mit Filter S 50 wieder- 
gegeben, bei denen dem Tyrosin die Halfte, dieselbe und die doppelte 
Menge Tryptophan zugesetzt wurde. Der Vergleich mit den reinen 
Tyrosin- und Tryptophankurven der Abb. 5 bestatigt die Additivitat 
der Farbungen. 
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Abb. 6. Bestimmungen von Tyrosin- und Tryptophanmischungen mit 
Farbfilter 850. (Kiivettenlinge 30mm.) 
-—-+—- Tyrosin + doppelte Menge Tryptophan. 
x--x-—» Tyrosin + gleiche Menge Tryptophan. 
o--o—o Tyrosin + halbe Menge Tryptophan. 


Zusammenfassung. 


1. Die Bestimmungen des Tryptophans nach Tillmans und Alt 
und des Tyrosins nach Zuwerkalow eignen sich zur Auswertung mit dem 
Pulfrich-Photometer. 

2. Die Reaktionsbedingungen miissen dafiir genauer prazisiert 
werden. Bei der Bestimmung des Tyrosins nach Zuwerkalow ist eine 
(meist nicht erhebliche) Korrektur fiir das begleitende Tryptophan an- 
zubringen. 

3. Der Gehalt mehrerer Hefeproben an Tryptophan lag nach diesen 
Bestimmungen zwischen 0,53 und 0,69°%,, also durchschnittlich bei 
0,6%, der Gehalt an Tyrosin zwischen 2,5 und 3,4, durchschnittlich 
bei 3%. Diese Werte sind etwas hoéher als die friiher angenommenen. 








Uber die Bestimmung des gebundenen Zuckers im Serum. 
Von 
Richard Merten. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 


Berlin.) 
(Eingegangen am 7. Mai 1938.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die Untersuchungen iiber den ,,gebundenen, hydrolysierbaren 
Zucker*‘ im Blute oder Serum nach Saurehydrolyse haben nach der 
umfassenden Monographie von Grevenstuk 1929 erhéhtes Interesse 
gewonnen. 

Das Vorhandensein eines Zuckers, der bei Saurehydrolyse von 
Gesamtblut oder auch Plasma und Serum in Freiheit gesetzt werden 
soll, ist vor allem von franzésischer Seite immer wieder angenommen 


~ 


worden. 


Eine Zusammenfassung der Ergebnisse einer groBen Zahl franzésischer 
Arbeiten findet sich bei Bierry (1). 

Einzelheiten iiber Methodisches bringen Bierry und Voskressensky (2), 
Bigwood und Wuillot (3). Von Condorelli (4) liegt ebenfalls eine sorgfaltig 
ausgearbeitete Methode vor. Auch Glassmann (5) sucht dieses Problem mit 
einer kolorimetrischen Methode zur Zuckerbestimmung anzugreifen, ebenso 
Kitamura (6). 

Die umfassendste Behandlung dieses Problems hat Grevenstuk (7) 
gegeben. 

Uber die Natur der bei der EiweiShydrolyse entstehenden Zucker liegen 
mehrere Arbeiten vor. So konnten Dische (8) und Frankel und Jellinek (9) 
nachweisen, da durch Hydrolyse von Pferdeblutplasma d-Mannose in 
Ereiheit gesetzt wird, die sie als Phenylhydrazon identifizierten. Daneben 
fand Dische auch eine durch Hefe nicht vergirbare Substanz, die ein dem 
Glucosamin ahnliches Verhalten aufwies. Auch Rimington (10) konnte im 
Pferdeserumalbumin und -globulin durch Spaltung mit Bariumhydroxyd 
eine Mannose (Mannosamin) isolieren. Weitere Untersuchungen (11) 
ergaben nach alkalischer Hydrolyse das Vorhandensein eines Dimannose- 
Glucosaminkomplexes. Grevenstuk (7) suchte den Zucker nach Séaure- 
hydrolyse von BluteiweiB als Osazon zu bestimmen, doch fand er, daB die 
Menge der noch als Phenylglucosazon gewonnenen Glucose im Vergleich 
zu dem Reduktionsvermégen nach Hydrolyse immer auBerordentlich gering 
war, so da8 er zu der Annahme anderer reduzierender Substanzen als Glucose 
kam. Bierry (12) wies auf die Existenz eines 1-Mannose-l-Galaktose- 
Albuminkomplexes hin. Lustig und Haas (13) fanden bei den mittels Ammon- 
sulfatfaillung dargestellten EiweiSfraktionen weitgehende Unterschiede im 
Kohlenhydratgehalt, und zwar hatte die sodalésliche Globulinfraktion einen 
zwei- bis viermal so hohen Kohlenhydratgehalt als die iibrigen Globulin- 
unterfraktionen. Diese sodalésliche Unterfraktion gab auch bei der Ele- 
mentaranalyse einen viel héheren Kohlenstoff- und Wasserstoffgehalt. 
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Die bisher fiir Blut oder Serum gefundenen Werte zeigen neben 
einer groBen Variationsbreite der Nérmal- und pathologischen Seren 
untereinander auch gréBenmaBig erhebliche Unterschiede. Die ver- 
schiedene Wahl der Bestimmungsmethode, des Eiweibfallungsmittels 
und vor allem der Hydrolyseart erméglichen keinen Vergleich der ge- 
ersitat fundenen Werte. 

Wir haben deshalb jene Bedingungen untersucht, die bei der 
Durchfiihrung der Methode die Hohe des erhaltenen Wertes beeinflussen. 

Die nach Saurehydrolyse erhaltene Gesamtreduktion, die wir als 
Glucose berechnen, ist keineswegs nur als eine Reduktion durch Glucose 


rbaren allein aufzufassen. Sie stellt eine Summe reduzierender Substanzen dar. 

ch der AuBer der vergdrbaren Glucose (eventuell Maltose und Lactose) im 

eresse Blute oder Serum wirken reduzierend: ‘ 
Glykogen, andere Polysaccharide, Glykoproteide, Hexosephosphor- 

e von saure, gepaarte Glucuronsduren. Diese Substanzen werden zum Teil 

verden durch die Hydrolyse frei und kénnen als ,,hydrolysierbare reduzierende 

mmen Substanzen (HyS.)“ oder als ,,gebundene Zucker‘ zusammengefabt 


werden. Ferner wirken reduzierend, soweit sie nicht bei der Enteiwei- 
Bung quantitativ gefallt werden, Kreatin, Kreatinin, Harnsaure, 





sischer 

Ergothionein, Glutathion, Glucuronsaiure, Cystein, H,S8, Thiosulfat, 
ky (2), Aceton, Ameisensiure u.a.m. Die Reduktion dieser Substanzen 
— (Restreduktion) ist neben den Aminosaéuren, Peptiden und Peptonen in 
eat der Hauptsache fiir die oft gefundenen hohen Werte fiir ,,gebundenen 

Zucker“ verantwortlich zu machen. 
tuk (7) Um den ,,wahren‘‘ Zucker messen zu kénnen, bestehen folgende 

| Méglichkeiten: 

ged 1. Beseitigung der reduzierenden Substanzen auBer Zucker beim 
ek (9) | ae Phy 
a i, | EnteiweiBungsprozeB, 
ineben | 2. Beseitigung des wahren Zuckers aus den gesamten reduzierenden 
n dem Substanzen mittels der Hefemethode, 
oe 3. direkte Bestimmung der Kohlenhydrate mit Methoden, die 
(il) | Spezifisch auf Kohlenhydrat ansprechen. 
nnose- — Zu 1. Die reduzierenden Substanzen werden durch die einzelnen 
a | EiweiBfdllungsmittel sehr ungleichmaBig beseitigt. 
aB die 
gleich || Bei der Verwendung von Zinkhydroxyd (EnteiweiBung nach Hagedorn- 
gering | Jensen) werden Aminosauren, Peptide und Peptone, wenn sie, wie nach der 
lucose | Hydrolyse, in gréBerer Menge vorhanden sind, nicht quantitativ gefallt, 
‘ktose- | ebensowenig Glutathion, zum Teil auch Harnsaure, Kreatinin und Hexose- 
snein- | diphosphat. 
de im ] Somogyi (14) schlagt vor, bei der Eiwei®Bfallung das Zinksulfat zuerst 
. einen zum Blute zu geben und dann die Natronlauge zuzusetzen, es soll dann auch 
bulin- ohne Kochen eine vollstandige EiweiBfallung stattfinden. Im Somogyi- 
r Ele- Filtrat werden aber noch als restreduzierende Substanzen gefunden: Thiole, 


lt. | Harn- und Adenylsaéure, ebenso Phenole. Wir finden aber nach Maru- 
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yana (15) niedrigere Werte als bei EnteiweiBung nach der jeweiligen Original- 
methode. 

Folin-Wu-Filtrate (EnteiweiBung mit Wolframsdure) enthalten Amino- 
sduren, ebenso Glutathion und eine Reihe Substanzen, die mit Zink- 
hydroxyd gefallt werden [Rona (16), Newberg und Ishida (17), Neuberg (18), 
Neuberg und Kerb (19) (20) und Grab (21), Newberg und Simon (22), Wert- 
heimer (23), Neuberg und Kobel (24)}. 

Fontes und Thivolle (25) wollen allerdings mit Hilfe der Molybdan- 
Manganmethode in Wolframsaurefiltraten im Plasma einen nach Hefe- 
behandlung verbleibenden Reduktionswert von annahernd Null finden. Bei 
Verwendung von Cadmiumhydroxyd sollen nach Fujita und Iwatake (26) 
keine Substanzen auBer Zucker im eiwei®freien Filtrat gefunden werden, 
welche reduzierend wirken. 

Cadmiumsulfat entfernt zwar Glutathion und Ergothionein vollig, es 
ist aber nach unseren Erfahrungen nicht mdglich, nach Saéurehydrolyse alle 
Restreduktion zu entfernen. Wir erhielten viel zu hohe Werte (siehe Ta- 
belle I). Miller und van Slyke (27) haben das Verfahren der Autoren insoweit 
modifiziert, als sie den geringen Uberschu8 von Cadmiumsulfat, der durch 
Zusatz von Natronlauge nicht gefallt wird, durch Bariumcarbonat entfernen. 
Dumazert (28) findet iibereinstimmende Werte bei EnteiweiBung mit 
Cadmiumhydroxyd mit Garzuckerwerten, allerdings vor Hydrolyse. Duma- 
zert und Bierry (29) empfehlen neuerdings eine Kombination von Mercuri- 
Cadmiumnitrat. Benutzung von Trichloressigsdure fiihrt zu schwerwiegenden 
Irrtiimern, da beim Erhitzen des Filtrats Chloroform frei wird, das redu- 
zierend wirkt. Es werden hier aber auch ebenso wie bei EnteiweiBung mit 
kolloidalem Eisenhydroxyd die Aminosduren nicht gefallt. 


Mercurinitrat nach Patain-Dufaut fallt zwar die EiweiBkérper, aber 
weder f/-Oxybuttersiure noch Homogentisinséure. Newberg (31) (32) emp- 
fiehlt Mercuriacetat, das dem Mercurinitrat in jeder Beziehung iiberlegen 
ist. Mercuriacetat fallt alles Eiwei8, Aminosaéuren, Cystin, H,S, Thio- 
sulfat und andere schwefelhaltige Verbindungen. Die Zuverlassigkeit dieser 
EnteiweiBung ist aber sehr von der genauen Neutralisierung abhangig. 
Bei Fallung in alkalischer Reaktion sollen die Aminozucker (Glucosamin) 
durch Quecksilbersalze fast quantitativ ausgefaillt, werden. Es ist deshalb 
notwendig, entweder nach vollkommener Neutralisation Essigsiure zuzu- 
setzen oder so zu neutralisieren, da Bromkresolblaupapier gerade den 
Umschlag von gelb nach violett zeigt (py 6,5 bis 6,8) oder Lackmuspapier 
kurz vor dem Farbumschlag ist. 

Zur Bestimmung der Gesamtreduktion im eiweiBfreien Filtrat stehen 
verschiedene Methoden zur Verfiigung (Reduktionsmethoden, kolori- 
metrische, volumetrische, elektrometrische Titrationsverfahren). Hier- 
von ist unbestritten die Reduktionsmethode nach Hagedorn-Jensen die 
wesentlichste, sie gibt in der Originalfassung absolut zuverlassige 
Werte, wenn auch nicht verschwiegen werden darf, daB durch einige 
wesentliche Fehlerquellen die wirklichen Zuckerwerte nicht erfaBt 
werden. Es ist in den letzten Jahren versucht worden, diese Fehler- 
quellen auszuschalten, wie z. B. die Reduktion des Ferricyanids zu 
verbessern, die nicht proportional der Glucosemenge und sehr abhangig 
von der Wasserstoffionenkonzentration ist, ebenso die Genauigkeit der 








nal- 


ino- 
ink- 
18), 
‘ert- 


lin- 
efe- 
Bei 
(26) 
len, 


» eS 
alle 
Ta- 
veit 
reh 
en. 
mit 
ma- 
ur? - 
den 
du- 
mit 


ber 
np- 
zen 
110- 
ser 
rig. 
in ) 
alb 
ZU- 
len 
ier 


en 
ri- 
er- 
lie 
ige 
ige 
Bt 
er- 
zu 
sig 
ler 








Uber die Bestimmung des gebundenen Zuckers im Serum. 307 


Grenzkonzentration zu erhéhen und damit eine Erweiterung des An- 
wendungsbereichs besonders fiir pathologische Falle oder experimentelle 
Untersuchungen anzustreben. 

Die Abhangigkeit der Reduktion des Ferricyankalis vom px der 
Lésung, wie sie Fujita und /watake (34) vor allem in Carbonatpuffern 
nachweisen konnten, laBt sich durch die Verwendung von Phosphat- 
puffern vom px 11,5 bis 12,2 auf ein Minimum herabsetzen, so daB es 
méglich ist, das Verfahren auf einen gréBeren Bereich anzuwenden. 
Formiguera (35) und ebenso Mosonyi (36) und Hanes (37) schlagen vor, 
das Ferricyanidreagens mit der doppelten Menge Kaliumferricyanid 
herzustellen. 


Eine Anwendung im gr6éBeren Bereich erreichen Miller und van 
Slyke (38) durch direkte Titration des von der Glucose reduzierten 
Ferricyanids mit einer Cerisulfatlésung bestimmten Titers; als Indikator 
verwenden sie Setopalin C. 


Die Methode nach Miller und van Slyke ergibt fiir den nach unseren 
vergleichenden Versuchen fiir Glucose und Serum (freier Zucker) nahezu 
die gleichen Werte wie die Methode nach Fujita und Iwatake, jedoch 
fanden wir doppelt so hohe Werte des ,,gebundenen Zuckers‘*, auch 
bei Verwendung verschiedener EiweiBfaillungsmittel (s. Tabelle I 
und II). 


Tabelle I. Freier und ,gebundener Zucker“ bei Benutzung ver- 
schiedener EiweiBfallungsmittel. 


Bestimmung nach der Methode von Fujita und Iwatake im Serum. 





Zucker Zinkhydroxyd Cadmiumhydroxyd Quecksilberacetat 
OE CS eke oes cas om 132 110 97 
Gebundener............ 225 130 85 
ONE so isicies i heise ues 123 120 107 
Gebundener............ 200 146 88 


Tabelle IT. Freier und ,,gebundener Zucker‘ im Serum. 
Ein Vergleich der Methoden nach Fujita und Iwatake und Miller und 
van Slyke bei Benutzung verschiedener EiweiBfallungsmittel (Zinkhydroxyd 
und Cadmiumhydroxyd). 








Fujita und Iwatake Miller und van Slyke 
Zucker Zn(OH), Cd (OH)» Zn (O H)» Cd (OH)» 
mg-9/9 mg-?/» mg-9/, mg-9/9 
DOE hig Sle cou voces ee 97 80 96 90 
Gebundener............ 241 212 368 362 
ON ois Cie he ohn ees 92 83 101 78 
Gebundener............ 212 198 318 327 
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Wir miissen annehmen, daB bei der Titration mit Cerisulfat auBer 
der Glucose Substanzen titriert werden, die bei der Hydrolyse frei werden, 
von den iiblichen EnteiweiBungsmitteln nicht entfernt werden, dabei 
aber bei Verwendung der Reduktionsmethode nach Fujita und Iwatake 
nicht reduziert werden. Uber die Natur dieser Stoffe kénnen wir nichts 
aussagen. Wir halten die Methode nach Miller und van Slyke zur 
Bestimmung des gebundenen Zuckers fiir unbrauchbar. 

Zu 2. Aus der Differenz der Reduktionskraft vor und nach Hefe- 
vergarung den echten vergarbaren Zucker zu bestimmen, ist seit den 
Untersuchungen von Otto (39) vielfach versucht worden. Die hier er- 
haltenen Werte kommen dem wahren Zuckergehalt im Serum am niach- 
sten, sie sind aber nicht vergleichbar mit den nach 1. gefundenen Werten, 
da nur ein Teil des gebundenen Zuckers vergarbar ist [30 bis 40 %% nach 
Otto, 40 bis 48°% nach Tateishi (40). 

Hefe produziert bei der Garung aber selbst verschiedene reduzierende 
und optisch aktive Substanzen in verschiedener Menge [P. Meyer (41)]. 
Nimmt man sehr kleine Hefemengen, so wird die Produktion der redu- 
zierenden Substanzen sehr gering, aber die Garung ist unvollkommen. 
Hiller, Linder, van Slyke (42) haben 1925 diesen Nachteil beseitigt, indem sie 
zum ersten Male gréBere Mengen Hefe benutzten, wodurch die Gardauer 
bedeutend herabgesetzt wurde. Folin und Svedberg (43), Somogyi (44), 
Benedikt (45) haben bei ihren Untersuchungen PreBhefe benutzt, etwa 
200 bis 300mg Trockengewicht pro cem Blut. Fujita und Iwataka (46) 
stellten fest, daB der Blutzucker in 1 cem Blut mit ungefahr 50 mg Trocken- 
hefe, gleichgiiltig welcher Art, innerhalb 30 Minuten vollstandig verbraucht 
wird. Die Eigenreduktion der Hefe ist sehr verschieden. Sorgfaltiges 
Waschen setzt diese Produktion reduzierender Substanzen sehr herab. 
Es war uns nicht méglich, trotz besonderer Behandlung eine Hefe zu er- 
halten, die frei von Eigenreduktion war, so daB wir auf die Wiedergabe 
von Vergleichsversuchen verzichten miissen. 

Zu 3. Die direkte Bestimmung der Kohlenhydrate der EiweiBk6rper 
ohne gesonderte Hydrolyse ist nach der Methode von Tillmans und Phi- 
lippi (47) durch quantitative Auswertung der 7'ollens schen Orcinschwefel- 
siurereaktion méglich, die beiallen Zuckerarten mit Ausnahme der Amino- 
zucker positiv ist. Die von Lustig und Langer (48) gefundenen Werte 
sind aber mit den nach Saéurehydrolyse erhaltenen kaum zu vergleichen. 
Wir haben diese Ergebnisse nicht nachgepriift und sie bleiben im 
folgenden auBer Betracht. 

Zusammenfassend stellen wir fest: 

Den Wert des ,,gebundenen, hydrolysierbaren Zuckers‘‘ erhalten 
wir durch Subtraktion des freien Zuckerwertes von dem nach Hydrolyse 
erhaltenen Gesamtreduktionswert. 

Zur Bestimmung der Gesamtreduktion miissen wir eine Reduktions- 
methode wahlen, die einen médglichst weiten Anwendungsbereich 
gestattet bei gleichzeitiger Erhéhung der Genauigkeit der Grenzkonzen- 
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tration. Die Methode von Fujita und Iwatake erméglicht dies infolge der 
der vorhandenen Glucosemenge proportionalen Reduktion des Ferri- 
cyanids im Phosphatpuffer. 

Die Restreduktion wird am besten durch EiweiBfallung mit Queck- 
silberacetat beseitigt. 

Um den Einflu8 der Sdurehydrolyse auf den Wert des ,,gebundenen‘‘ 
Zuckers festzustellen, haben wir im wesentlichen das Verfahren von 
Bierry und Fandard (49) verwandt, das auf dem schon von Figuier und 
Pavy angewandten Prinzip beruht, die gebundenen Kohlenhydrate 
durch Hydrolyse in Schwefelsiure freizumachen. 

Wahrend die italienischen Autoren, vor allem Condorelli, nur 10 Minuten 
mit n/8 HCl unter Uberdruck hydrolysierten, erhitzten die franzésischen 
Forscher (Bierry, Randoin u. a.) Serum 30 Minuten, Blut 40 Minuten im 
Autoklaven bei 120°. Nach Neutralisierung und sodaalkalischer Reaktion 
wurde mit Mercurinitrat nach Patain enteiweiBt, das iiberschiissige Hg 


durch Schiitteln mit Zinkstaub oder durch Einleiten von H,S beseitigt. 
Es entgehen dabei, wie wir schon zeigten, die Aminozucker der Bestimmung. 


Das Maximum der Sdurehydrolyse ist in starkem MaBe abhangig 
von der 1. Sdéurekonzentration, 2. Temperatur, 3. Hydrolysezeit. Uberein- 
stimmend wurde die maximale Ausbeute bei Zusatz einer 2 bis 2! /, °,igen 
Schwefelsiure gefunden, so daB wir von einer Untersuchung dieses 
Faktors absehen konnten. 

Wir gingen in unserer Methode folgendermaBen vor: 


leem Serum wird in einen 10-cem-MeBkolben gegeben und mit 
2'/, %iger Schwefelsaure bis zur Marke aufgefiillt. 

leem dieser Lésung —- entsprechend 0,1 cem Serum — wird sofort 
mit n NaOH gegen Bromkresolpurpur (px 6,8) genau neutralisiert, ohne 
in den alkalischen Bereich zu kommen, und dient der Bestimmung des 
freien Zuckers. 

Ein weiterer Kubikzentimeter wird am RiickfluBkiihler in Neutralglas- 
kolben (10cem) hydrolysiert. Samtliche Proben werden in Kontrollen ange- 
setzt. Nach der Hydrolyse werden auch diese Ansatze neutralisiert und samt - 
liche Ansiatze in Zentrifugenglasern mit 4 ccm einer 1:10 verdiinnten ge- 
sattigten Quecksilberacetatlésung versetzt. Nach einer halben Stunde wird der 
Niederschlag scharf abzentrifugiert, die klare iiberstehende Fliissigkeit in 
ein Reagensglas gegossen, nachgewaschen, und das iiberschiissige Hg durch 
Schiitteln mit analysenreinem Zinkstaub entfernt. Zur vollstandigen Ent- 
fernung des Hg ist es notwendig, mindestens 1 Stunde nach Zugabe des 
Zinkstaubs stehenzulassen, dann wird durch gehartete Filter (Schleicher u. 
Schill 575) filtriert. Im Filtrat wird nach der Methode von Fujita und 
-Iwatake (34) das Reduktionsvermégen bestimmt. 


Uber den Einflug der Temperatur liegen Untersuchungen von 
Ohta (50) vor. Mit steigender Hydrolysetemperatur nehmen die Zucker- 
werte zu, es steigen aber bei hdheren Temperaturen (als Héchsttemperatur 
wurden 130° verwandt) iiber 120° lediglich die Restreduktionswerte. 
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Im allgemeinen wurden H ydrolysezeiten iiber 40 Minuten nicht benutzt. 
Die Spaltung setzt meist schon nach wenigen Minuten ein. 


Wir haben zur Feststellung der optimalen Hydrolysedauer Serum 
steigenden Hydrolysezeiten unterworfen, wobei wir die von friiheren 
Untersuchern gefundene optimale Saurekonzentration und ,,optimale‘‘ 
Hydrolysetemperatur (120°) festhielten. Hierbei muBten wir fest- 
stellen, daB schon nach 50 bis 60 Minuten ein Abfallen der Kurve ein- 
setzte (s. Abb. 1). Hydrolysieren wir im kochenden Wasserbad, so 
setzt ein sichtbarer Abfall der Kurve erst nach 100 Minuten ein, woraus 
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Abb. 1. Hydrolysekurven verschiedener Seren bei 120°C, Bestimmung nach Fujita-Iwatake; 
EnteiweiBung mit Quecksilberacetat. 





wir schlieBen miissen, daB reduzierende Substanzen durch langeres 
Kochen zugrunde gehen und Zeit und Temperatur eine besondere Rolle 
spielen. 


DaB die zerstérende Wirkung der Schwefelséurel6sung wahrend der 
Hydrolyse nicht gering ist, konnte Glassmann (5) zeigen; beim Erhitzen 
einer 1% igen Glucoselésung mit 5°,iger Schwefelsaure im Autoklaven 
waren nach 4 Stunden nur noch 30°, des urspriinglich vorhandenen Reduk- 
tionsvermégens vorhanden. Nach Krok (51) erleidet eine Glucoselésung 
von physiologischer Konzentration (1°/9,) durch Hydrolyse mit 1 iger 
Salzsiure im kochenden Wasserbad wahrend 1 Stunde keine Verluste, 
nach 11/, Stunden waren aber schon 12 bis 15°, verschwunden. Selbst 
wisserige Glucoselésungen weisen nach Pavy (52) nach langerem Kochen 
eine Abnahme ihres Reduktionsvermégens auf. 
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Um festzustellen, in welchem Umfang vergarbare Glucose und auch 
andere Kohlenhydrate wie Fructose durch Saurehydrolyse zugrunde gehen, 
haben wir entsprechende Lésungen in physiolcgischer Konzentration 
(200 mg-%) bei verschiedener Temperatur und Zeit hydrolysiert und 
fanden mit steigender Temperaturhéhe und Hydrolysezeit ein Ab- 
nehmen des Reduktionsvermégens (s. Tabelle II] und Abb. 2). 


Tabelle III. Beeinflussung des Reduktionsvermégens einer 
200 mg- %igen Glucose- und Fructoselésung durch Saurehydrolyse 
bei verschiedener Temperatur. 























Glucose Fructose 
Temperatur SE ee ___ Abnahme bei Hydrolyse si pate £ 
nach 60 Min. nach 120 Min. nach 60 Min. nach 120 Min. 
oC 0/5 0/9 0/5 0/5 
100 15 20 
120 22 26 25,5 26,5 
140 52 76 100 100 
160 | 72 100 
200 
mg % 
180 , 
160 }- 
140 
S = = == ion +—___-+ 
< 120 
S 
2 100'— aaa as ISS Cath FES GEDA ves 
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140 
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Abb. 2. Hydrolysekurven einer 200 mg-°/,igen Glucoselésung bei verschiedener Hydrolysezeit 
und -temperatur. 

Diesen Verlust des Reduktionsvermégens kénnen wir weitgehend 
vermeiden, wenn wir in einer CO,-Atmosphare hydrolysieren (von einem 
Kipp-Apparat wird CO, durch den RiickfluBkiihler mit Hilfe einer fein 
ausgezogenen Glasréhre in den Hydrolysekolben eingeleitet). Wahrend 
bei 100 und 120° Glucose keine oder nur eine geringe Abnahme des 
Reduktionsvermégens zeigt (s. Tabelle 1V, Abb. 3), kommt es auch in 
diesem Falle zu einem Verlust der Fructoselésung. Wir kénnen also 
eine eintretende Oxydation durch Hydrolyse in CO,-Atmosphare ver- 
meiden, waihrend die Spaltung — um einen solchen ProzeB muB es sich 
bei der Fructose handeln — nicht beeinfluBt werden kann. 
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Tabelle IV. Beeinflussung des Reduktionsvermégens einer Glu- 
cose- und Fructoselésung durch Saurehydrolyse bei verschiede- 
ner Temperatur in CO,-Atmosphare. 





Glucose Fructose 


Temperatur Abnahme bei Hydrolyse 





in 60 Min. in 120 Min. in 60 Min. in 120 Min. 
oC 0 0 


120 





Bluteucker 
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Abb. 3. Hydrolysekurven einer 200 mg-°/jigen Glucoselésung in C O.-Atmosphiire. 


Absolute Werte fiir den gebundenen, hydrolysierbaren Zucker 
im Serum werden wir also nur erhalten, wenn wir unter Einleitung von 
CO, bei 100° (kochendes Wasserbad) am RiickfluBkiihler hydrolysieren. 
Versuche an 10 Seren (s. Tabelle V) zeigen, daB nach 4 Stunden Saure- 


Tabelle V. Saurehydrolyse bei 100° unter Einleitung von CO, 
fiihrt nach 4 Stunden zu absoluten Werten fiir den gebun- 
denen, hydrolysierbaren Zucker. 





|| Freier Gebundener Blutzucker in mg-°/) nach Siiurehydrolyse von 


Serum || Blut- 
ee 





| zucker ‘ 1 2 5 6 Std. 
803 130 43 46 59 73 73 69 62 
804 112 75 80 92 127 127 127 121 
806 113 103 118 137 170 170 168 157 
807 75 110 119 129 142 150 144 132 
816 170 86 98 132 143 174 174 168 
817 148 124 168 188 218 261 256 248 
818 171 118 190 286 308 308 296 
819 118 64 ‘ 111 156 156 153 139 
820 130 96 } 189 218 238 228 218 

117 34 ) 58 86 99 98 96 
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hydrolyse unter den obigen Bedingungen der gebundene Zucker restlos 
frei geworden ist, die Hydrolysekurven zeigen nach diesem Zeitpunkt 
simtlich einen geringen Abfall, den wir uns vorlaufig nicht erklaren 
kénnen, da Glucose bei Hydrolyse unter den gleichen Bedingungen 
innerhalb 4 Stunden an Reduktionsvermégen nichts einbiiBt. 


Zusammenfassung. 


Den Wert des gebundenen Zuckers erhalten wir durch Subtraktion 
des freien Zuckerwertes von dem der Gesamtreduktion nach Saure- 
hydrolyse. 

Es wurde der EinfluB8 der Reduktionsmethode, der EiweifSfallung 
und der Saurehydrolyse (Hydrolysetemperatur und -zeit) untersucht 
und dabei festgestellt, daB 

1. eine Reduktionsmethode gewahlt werden muB, die in einem 
méglichst groBen Bereich unter gleichzeitiger Erhéhung der Genauigkeit 
der Grenzkonzentration anwendbar ist, 

2. die Restreduktion bei der Eiwei®fallung weitgehendst beseitigt 
werden muB; alle EiweiBfallungsmittel mit Ausnahme der Quecksilber- 
salze (am besten Quecksilberacetat) ergeben nach Saurehydrolyse im 
Serum zu hohe Werte. 

3. nur die Hydrolyse bei 100° (kochendes Wasserbad) und 4 Stunden 
Hydrolysezeit unter CO, ergibt zutreffende Werte. 


Es konnte gezeigt werden, daB Saiurehydrolyse bei 100° und dariiber 
zu einem entsprechend Hydrolysezeit und -temperatur steigenden 
Verlust des Reduktionsvermégens fiihrt und daB dieser Verlust bei Zu- 
fiihrung von CO, in den Hydrolysekolben eingeschrankt werden kann. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft, mit deren Hilfe die 
Untersuchungen durchgefiihrt werden konnten, danke ich hiermit fiir 
die gewaihrte Unterstiitzung. 
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Experimentelle Studien zur Theorie des Eiweibstoffwechsels. 


Il. Mitteilung: 
Die biologische Wertigkeit des MilcheiweiBes beim Erwachsenen. 


Von , 
W. Lintzel und W. Bertram. 
(Aus der Physiologisch-chemischen Anstalt der Universitat in Jena.) 


(Eingegangen am 9. Mai 1938.) 


Unter allen NahrungseiweiBstoffen kommt dem MilcheiweiB eine 
besondere theoretische Bedeutung zu, weil es als besonders hochwertiges 
EiweiB betrachtet wird, das alle lebensnotwendigen Aminosduren 
enthalt, ferner, weil es in vergleichenden Untersuchungen oft mit anderen 
EiweiBstoffen verglichen und auch in vergleichenden Versuchen an 
verschiedenen Tierarten gepriift worden ist. Auf die praktische Be- 
deutung des MilcheiweiBes als Nahrstoff fiir Menschen und Nutztiere 
braucht nicht besonders hingewiesen werden. 


Auf Grund von Wachstumsuntersuchungen bei Ratten  stellten 
Mc Collum, Simmonds und Parsons! das Milcheiwei& an dritte Stelle hinter 
Rinderniere und Weizen, wahrend Hoaghland und Snider? aus EiweiB- 
verzehr und Wachstumszunahme bei Ratten auf Gleichwertigkeit von 
Milch-, Organ- und MuskeleiweiB verschiedener Tiere schlossen. McCol- 
lum und Simmonds* fanden eine Konzentration von 3% Milcheiwei8 im 
Futter ausreichend zur Erhaltung von Ratten, wahrend verschiedene 
pflanzliche EiweiBe erst in Konzentrationen zwischen 4,5% (Gersten- 
graupen) und 12% (Leguminosen, Niisse) ausreichend waren. Osborne und 
Mendel* benétigten bei Ratten im Gewicht von 185 bis 329g 4,0 bis 7,4 % 
MilcheiweiB im Futter, um das Kérpergewicht konstant zu halten. Die, 
Bewertung des MilcheiweiBes nach dem Verfahren von Thomas ergab in 
Versuchen von Mitchell® bei Ratten eine biologische Wertigkeit von 93 bei 
kleiner Gabe, von 85 bei groBer Gabe, waihrend Maittill® bei der gleichen 
Tierart 89 angibt. Bei jungen Schweinen fand Me Collum’ mit einer von 
Thomas abweichenden Methode die biologische Wertigkeit des Milch- 
eiweiBes zu 80, wahrend sie Schiftan® in E. Mangolds Institut gleichfalls 
mit Versuchen an jungen Schweinen bei kleiner Gabe zu 100,6, bei groBer 
Gabe, die Wachstum ermédglichte, zu 95,1 ermittelte. 

In Versuchen am Menschen hatte Thomas® die biologische Wertigkeit 
der Milch zu 99 gefunden. Da es sich nur um orientierende und kurzfristige 


1 Mc Collum, Simmonds u. Parsons, J. of biol. Chem. 87, 155, 1919. — 
2 Hoaghland u. Snider, J. agric. Res. 32, 679, 1926; 34, 297, 1927. — 
3 Mc Collum u. Simmonds, J. of biol. Chem. 33, 304, 1918. 4 Osborne u. 
Mendel, ebenda 22, 241, 1915. — 5° Mitchell, ebenda 58, 905, 1924. 
® Mattill, J. of Nutrit. 3, 17, 1930. 7 Me Collum, J. of biol. Chem. 19, 
323, 1914. — &§ Schiftan, Arch. f. Tierernahrung u. Tierzucht 8, 212, 1932. 
— ® Thomas, Arch. f. Physiol. 25, 219, 1909. 
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Versuche handelte, mit denen die ganze Forschungsrichtung der Eiweib- 
bewertung eingeleitet wurde, ist diese Zahl nicht als definitiv zu betrachten. 
Martin und Robison! stellten ausfiihrlichere Untersuchungen am Menschen 
nach dem Verfahren von Thomas an, wobei sie die biologische Wertigkeit 
der Milch bei sehr vorsichtiger Auswertung zu nur 51 ermittelten. Bei 
Anwendung aller Versuchszahlen ware die biologische Wertigkeit des 
MilcheiweiBes noch weit niedriger ausgefallen. Mit MilcheiweiBgaben, die 
iiber den endogenen N-Verlust bei eiweiBfreier Nahrung weit hinausgehen, 
konnten sie kein N-Gleichgewicht erzielen, wie das aus ihren Versuchs- 
zahlen (Tabelle 1) ersichtlich ist. 

Die Ergebnisse von Martin und Robison sind von spiteren Autoren 
kritisiert und in der Regel abgelehnt worden, obgleich den Autoren eine 
korrekte Versuchsdurchfiihrung durchaus zugebilligt werden muB. Als eine 
experimentelle Widerlegung der Versuche von Martin und Robison fassen 
Rose und Mac Leod? ihre Versuche an drei weiblichen Versuchspersonen auf, 
die, wie die in Tabelle I wiedergegebenen Ergebnisse zeigen, mit Milch- 
eiweiBgaben entsprechend 3,4 bis 4,7 g N nach anfanglich negativen Bilanzen 
schlieBlich N-Gleichgewicht bzw. schwach positive Bilanzen erzielen konnten. 
Leider sind hier keine N-freien Versuche ausgefiihrt worden, so daB die 
Berechnung der biologischen Wertigkeit nach Thomas nicht médglich ist. 
Will man hierfiir die Werte anderer Autoren heranziehen, so sind nur 


~ 


Tabelle I. N-Bilanz bei Zufuhr von Milcheiwei8B 
(a) nach Martin u. Robison, b) nach Rose u. Mac Leod). 





n Kérper- i 7 N-Aus- ‘ 
Versuchs- Versuchstage gewicht Cal N-Zufubr | scheidung| Bilanz 


prson 
” HT kg ~ kg ry g | x 


letzte 4 von 5 62,2 44,0 4,17 5,58 — 1,41 
ee f 62,0 53,0 5,25 5,61 — 0,36 

8 62,2 48,0 6,35 7,22 | — 0,87 

6 10 61,7 46,0 11,44 11,23 | + 0,21 

4 5 57,5 48,0 2,98 3,63 — 0,65 

4 7 | 67,9 48,0 6,29 7,7 — 1,44 


. 3 Tage-Periode | 54,0 40,0 “4,15 3,69 + 0,46 
; 54,0 40,0 4,15 4,05 

54,0 40,0 4,15 3,25 

540 40,0 4,15 3,40 


63,3 41,5 4,50 6,22 
63,0 41,5 4,50 6,55 
62,8 41,5 4,82 4,92 
62,8 41,5 4,82 4,70 
62,6 41,5 4,82 4,70 


70,1 37,5 4,72 5,38  — 0,66 

. 69,6 | 37,5 4,72 | 6,06 | — 0,33 
Ill. | 69,6 | 37,5 5,25 | 4,89 | + 0,36 
IV. | 69,6 37,5 5,25 4,73 | + 0,52 
v4 69,5 37,5 5,25 4,74 | + 0,51 


* Im Anschlu6 an einen 15tigigen Versuch mit 4,32 g N mit Fleisch. 


1 Martin u. Robison, Biochem. Journ. 16, 407, 1922. —- ? Mery S. Rose 
u. Grace Mac Leod, J. of biol. Chem. 66, 847, 1925. 
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Versuche verwertbar, in denen die N-freie Ernahrung entsprechend lange, 
also 12 bis 15 Tage durchgefiihrt worden ist. Unter diesen Bedingungen 
wurde die endogene N-Ausscheidung bei N-freier Nahrung von Thomas' 
zu 3,36g N pro 75 kg Kérpergewicht, von Smith? zu 2,16g N pro 64kg, 
und von Deuel, Boothby und Sandiford* zu 2,6g N pro 70 kg ermittelt. 
Wahrend also der endogene N-Verlust nach laingerer EiweiBkarenz 0,034 
bis 0,045 g N pro kg Koérpergewicht betragt und fiir weibliche Versuchs- 
personen die niedrigeren Werte zutreffen diirften, konnten Rose und Mac 
Leod mit 0,075 bis 0,081 g N pro kg in Form von Milcheiweif8 N-Gleich- 
gewicht erzielen. Die Zufuhr betrug also etwa das Doppelte des endogenen 
N-Verlustes, woraus sich auch in diesen Versuchen eine biologische Wertig- 
keit des MilcheiweiBes von schatzungsweise 50% ergibt. 

Abweichend von diesen Beobachtungen gibt Rédse* an, daB er mit 
0,051 g/kg MilcheiweiB-N N-Gleichgewicht bzw. schwach positive Bilanz 
erzielt habe, wahrend 0,038 g N pro kg nicht ausreichend waren. Auch 
in den Versuchen von Rése sind Perioden mit N-freier Nahrung nicht aus- 
gefiihrt worden, doch ist anzunehmen, daB die endogene N-Ausscheidung 
hier infolge fortgesetzter eiweiBarmer Ernahrung besonders niedrig war. 

Aus dem vorliegenden Versuchsmaterial und aus dem Studium 
der Literatur ergeben sich zwei auffillige Tatsachen: 1. Der Unter- 
schied der biologischen Wertigkeit der Milch im Tierversuch, namentlich 
am jungen Schwein, wo sie nahe bei 100 liegt, und beim erwachsenen 
Menschen, wo sie knapp 50 zu betragen scheint, und 2. die hohe Be- 
wertung des MilcheiweiBes durch die Mehrzalil der Ernahrungsforscher, 
und die geringe Stiitze, die uns die Versuche am erwachsenen Menschen 
dafiir bieten. Es erschien uns daher notwendig, die biologische Wertig- 
keit des MilcheiweiBes im Rahmen unserer Untersuchungen zur Theorie 
des EiweiBstoffwechsels erneut experimentell zu priifen. 


Versuchsteil. 


Wir haben an zwei gesunden miannlichen Versuchspersonen im 
Alter von 41 (L). und 29 (B.) Jahren drei Versuchsreihen durchgefiihrt, 
denen folgende Anordnung zugrunde lag: Nach normaler Ernahrung 
erhalt die Versuchsperson 7 Tage eine vorwiegend Starke und Zucker 
enthaltende N-freie Diat, bei der die N-Ausscheidung in Harn und Kot 
zunachst rasch abnimmt, um vom 4. bis 5. Tage an annahernd konstant 
zu werden. Bekanntlich nimmt bei weiterer EiweiBkarenz die endogene 
N-Ausscheidung langsam weiter ab, da der EiweiBbestand des Kérpers 
stiindig zuriickgeht. Vermutlich l48t auch die Intensitaét mancher 
Stoffwechselvorginge nach, wie die niedergedriickte Stimmung der 
Versuchspersonen und ihre nachlassende Lebensenergie vermuten lat. 


! K. Thomas, Arch. f. Physiol. 1910, Suppl., S. 249; K. Thomas u. 
H. Straczewski, ebenda 1919, S. 249. — ? Smith, J. of biol. Chem. 68, 15, 
1926. — * Deuel, Boothby u. Sandiford, ebenda 76, 391, 1928. — * Rése, 
Zeitschr. f. exper. Med. 94, 579, 1934. 
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Aufeinanderfolgende Versuchsperioden bieten daher immer gewisse 
Schwierigkeiten. Wir gaben daher nach dem N-freien Versuch zunachst 
wieder Normalnahrung und begannen dann, von der gleichen Basis 
wie im N-freien Versuch ausgehend, den Versuch mit Zulage von Milch- 
eiweiB zur N-freien Grundnahrung. Analoge Versuchstage bei N-freier 
und MilcheiweiB enthaltender Kost dienten dann zur Berechnung der 
biologischen Wertigkeit nach Thomas. Nach diesem Schema wurden 
zwei Versuche durchgefiihrt. In dem dritten Versuch gingen wir nicht 
unmittelbar von Normalnahrung aus, sondern schalteten erst 4 Tage 
N-arme Kost ein, die den N-Bedarf nicht deckte und die Einstellung 
auf die minimale N-Ausscheidung wirksam vorbereitete. Der erste Tag 
mit N-freier Kost und Milchzulage entspricht in diesem Versuch un- 
gefahr dem fiinften Tage der iibrigen Versuche. 

Die Berechnung der biologischen Wertigkeit erfolgte nach der von 
Martin und Robison vervollstandigten Formel von Thomas, in der auch die 
minimalen N-Mengen der N-freien Kost und der analytisch ermittelte 
Kot-N berii¢ksichtigt werden. Die biologische Wertigkeit ist 

N-Bilanz mit EiweiB — N-Bilanz eiweiBfrei 
N-Zufuhr mit Eiwei8 — Kot-N mit EiweiB — N-Zufuhr eiweiBfrei 
+ Kot-N eiweiBfrei 


BW. = 100. 


Der N-Gehalt der ,,N-freien‘‘ Grundkost hebt sich weg, wie die Formel 
erkennen laBt, wenn er bei beiden Versuchsreihen der gleiche ist. Er kann 
nur dann einen Fehler verursachen, wenn er mit dem N der Zulage eine 
Ergainzung eingeht. Der N-Gehalt der Grundkost ist in unseren Versuchen 
mit 0,25 + 0,05 g N pro Tag so gering, daB er keinen Fehler bedingen kann. 

Die Grundkost aus Starke, Zucker, Butterfett, Vitamintragern 
und Salzen ist in der ersten Mitteilung naher beschrieben. Die Milch- 
zulage betrug 3,36 g Milch-N, entsprechend etwa 700 ccm Milch, je nach 
dem N-Gehalt. Die Milch wurde mit Starke und Zucker zu einem 


Tabelle II. N-Ausscheidung bei Versuchsperson L. 








Bei N-freier Grundkost (0,25 + 0,05 g N) Mit Grundkost + 3,36g Milch-N 
Kérper- Harn- Harn- Kot- ‘ Harn- | Kot- 
Tag gewicht menge py N N | Gew. | Harn Pu N|N 
kg ecm | g g kg ecm a 8g {8s 

— — = = at ee = SE Se poe — = = eas 1 
1 77,9 | 1180 6,38 | 7,75 | 1,13) | 76,9 1410 6,12 6,32 1,83 
2 77,6 1260 6,82/ 6,45 1,39) 76,9 1100 6,47) 7,27 | 0,94 
3 77,3 | 1230 | 6,60 | 4,98 | 0,87) | 76,6 1170 6,21; 7,99 1,04 
4 77,0 | 1025) 6,83 | 4,45 1,20 | 76,4 | 760 5,72) 5,75 0,91 
5 76,8 1070 6,62 3,12 | 0,89) 76,3 1220 5,95| 6,73 0,70 
6 76,6 940 6,80 3,65 | 1,00. 76,2 570 5,81 4,83 0,89 
¥ 76,5 1330) 6,55 | 3,41 | 1,45 | | 76,0 | 960 6,03) 5,44 | 0,98 
eo: | | | 76,0 800 6,01) 5,40 0,29 
Mittel Tih dye ish boss ig ee) Sead ae 9010.99 
5.7, Tag | 766 | 1113 6,66 3,39 1,11) “pay \76.1 777 5,95 | 5,22 0,72 
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Pudding verarbeitet und mit Himbeersaft genommen. Die in die Formel 
einzusetzenden Werte ergeben sich aus den Versuchszahlen mit Ver- 
suchsperson L. wie folgt (Tabelle I). 


N-Bilanz bei EiweiBzulage .............200008- 2,332 N 
IWR CIWOUI OE 5 ec ccc dencetonnees 4,252 N 
N-Zufuhr bei EiweiBzulage...............eee eee 3,61 g¢N 
TROG-IN Pitt. BEPWOHDRUIERO 6 nce ccc cccceroecececce 0,722N 
DODGE GQIWOAGENOR. 056.6 635 civic cc ce ceaeteee tuned 0,25¢ N 
PERT CA aioe Sh nid. d's ee Sha he 4 ed ORK OOe lllegN 


Werden diese Werte in die Formel eingesetzt, so ergibt sich die 
biologische Wertigkeit des MilcheiweiBes zu 51,2. 

Im zweiten Versuch mit Versuchsperson L. wurde, wie erwahnt, 
eine viertaégige N-arme Periode vorgeschaltet. Die Versuchszahlen 
sind in der Tabelle III] enthalten. 


Tabelle III. N-Ausscheidung bei Vearugheperton L. 
Zweiter Versuch mit Grundkost + 4,89 g Milch-N 





Korper- Harn- 
Tag gewicht menge pu 


Harn-N Kot-N 


kg ccm g - 

N-arme Kost: 200g Brot, 300g 1 82,0 880 ~=—6, 14 5,50 
Kartoffeln, 300 g Rotkohl, 200g 2] 81,8 | 930 | 634 | 9,91 
Apfel, 100g Bananen, 50g Butter | 3 ©82,0 | 1090 | 6,16 7,74 
= 4,0g N (berechnet) 4 81,6 700 «366,77 4,96 

5 81,4 1775 6,03 | 6,31 = (1,45) 

6/| 81,1 1660 642 6,53 0,94 

N-freie Grundkost mit 4,89 g 7 ~©80,9 1550 4648 6,54 § 0,93 

Milch-N (etwa 1 Liter Milch) 8 80,7 990 5,76 6,28 | 0,63 

9 81,2 1250 | 640 65,74 | 0,69 

Ln 10 80,4 - 1230 _ 640 6,74 | 0,7 17 : 

Mittel 6.—10.Tag.............. 80,9 | 1409 6,25 | 636 | 0,79 


Die N-Ausscheidung stellt sich im Milchversuch sofort auf einen 
Wert ein, der wahrend der 6 Versuchstage fast konstant bleibt. Der 
Kot-N ist am ersten Milchtage noch durch die vorhergehende vegetabi- 
lische Nahrung beeinflu8t und wird daher nicht beriicksichtigt. Fiir die 
Berechnung der biologischen Wertigkeit dienen folgende Zahlen: 


N-Bilanz bei EiweiBzulage .................00- 2,01gN 
Fe EE | a dia paces wine denen wade vans -4,25¢ N 
N-Zufuhr bei EiweiBzulage............. 00200 eee 5,l4gN 
Kot-N bei EiweiBzulage ...............00 eee eee 0,79 2g N 
Se MAINE Seb 5 CSS. Ce eeR ER eS 0,25 g N 
cere CRONIES 55 hick wale ER CEE OSE lllgN 


Hieraus berechnet sich die biologische Wertigkeit des Milcheiweifes 
zu 43,0. 
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Bei Versuchsperson B. ergab der Versuch bei N-freier Grundkost 
und mit Zulage von 2,83 g Milch-N die Werte in Tabelle IV. 


Tabelle IV. N-Ausscheidung bei Versuchsperson B. 





Bei N-freier Grundkost (0,25 + 0,05 g N) Grundkost + 2,83 g Milch-N 


Kérper-  Harn- Harn- Kot- ae Eo ee ee Harn- Kot- 
Tag gewicht menge PH N N gewicht Pu N N 
kg cem gZ g kg ecm g g 


1480 6,02 6,47 0 73,6 680 6,10 8,68 0,96 
880 5,86 4,14 1,31 73,5 1330 6,52 6,63 0,89 
890 5,51 3,80 0 72.9 1080 6,17/ 5,96 0,52 

1220 6,43 | 3,47 1,4 72,2 | 1315 | 6,22 | 6,44 | 1,53 
600 6,09 3,12 0,64 71,8 | 530) 6,11 | 4,79 | 0,22 
860 5,71 | 2,92 0 71,5 | 1350 7,41 | 0,24 
610 5,86 | 2,48 1,33 71,6 | 380 6,13 4,27 | 0,99 

71,8 400 6,36) 5,06 0,57 
71,8 460 6,01 4,49 0,84 


> Ole COLOR 


J <1) «1 <1 -) «1 


©ocs!] 


, Mitel | 71,2 | 690  5,89/ 2,84 0,66||°.-9| | 6,37 4,74 0,57 
o— 6. Tag | = 


N-Bilanz bei EiweiBzulage -2,23¢g N 
N-Bilanz eiweiBfrei — 3,25gN 
N-Zufuhr bei EiweiBzulage 3,08 ¢ N 
Kot-N bei EiweiS8zulage 0,572 N 
N-Zufuhr eiweiBfrei 0,25 g N 
Kot-N eiweibfrei 0,66 g N 


Aus diesen Werten ergibt sich die biologische Wertigkeit des Milch- 
eiweiBes bei Versuchsperson B. zu 35,0. 


Gegen die Bestimmung der biologischen Wertigkeit nach Thomas ist 
der Einwand erhoben worden, dai jede Eiweifzufuhr den Stoffwechsel 
und auch den endogenen N-Verlust steigere, da deswegen die Bestimmung 
mit einem systematischen Fehler behaftet sei, wodurch zu niedrige Werte 
erhalten wiirden. Ein Urteil iiber diese Fehlerméglichkeit kénnen wir uns 
bilden, wenn die GréBe des endogenen N-Verlustes aus Versuchen ent- 
nommen wird, in denen spezifisch-dynamisch wirksamer N mit der biologi- 
sehen Wertigkeit Null zu N-freier Grundkost gegeben wurde. In friiher 
(I. Mitteilung) mitgeteilten Versuchen gaben wir Glykokoll, das eine starke 
spezifisch-dynamische Wirkung entfaltet, zu N-freier Kost. Bei eimer 
Zufuhr von 0,25 g N mit Grundkost und 3,37 g N mit Glykokoll fanden 
sich bei Versuchsperson L. 7,23 g N im Harn, waihrend bei Grundkost allein 
3,39 g N im Harn erschienen. Der Glykokoll-N war restlos resorbiert 
worden. Ziehen wir ihn vom Harn-N ab, so ergibt sich aus 7,23—3,37 
der endogene Harn-N im Glykokollversuch zu 3,86 g, er liegt somit um 
0,47 g N héher als ohne Glykokollzufuhr. Von der ganzen Steigerung des 
Harn-N von 3,39 auf 7,23 g nach Glykokoll, die 3,84 g ausmacht, stammen 
somit 3,37 g aus Glykokoll, wahrend 0,47 g oder 12,4°% endogen sind. Im 
Milchversuch ist der Harn-N von 3,39 g bei Grundkost um 1,83 auf 5,22 g 
gestiegen. Von diesen 1,83 g wiirden also 12,4% oder 0,23 g zusiatzlich 
endogen sein. Setzen wir statt der — 4,25 g N betragenden Bilanz bei 
eiweiBfreier Kost den um 0,23 erhéhten Wert von — 4,48, so berechnet 
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sich die biologische Wertigkeit im ersten Milchversuch zu 57,3 gegen 51,2, 
die oben gefunden wurden. Diesen héheren Wert méchten wir als korrigierte 
biologische Wertigkeit bezeichnen. 

Im zweiten Milchversuch mit Versuchsperson L. ist der Harn-N mit 
6,36 g um 2,97 g hoéher als bei N-freier Grundkost. Davon sind wieder 
12,4% oder 0,37 g als endogen zu betrachten. Um diesen Betrag ist die 
N-Bilanz bei N-freier Kost zu erhéhen, so daB sich — 4,62 g ergeben. Die 
korrigierte biologische Wertigkeit errechnet sich dann zu 50,1 gegen 43,0 
oben. 

Bei Versuchsperson B. war die N-Ausscheidung im Harn nach Zufuhr 
von 2,56 g Glykokoll-N, die restlos resorbiert wurden, zu 6,38 g gefunden 
worden, wovon 3,82 g endogen sind. Im N-freien Versuch betrug die N-Aus- 
scheidung im Harn 2,84g. Die endogene Harnausscheidung ist somit 
nach Glykokollzufuhr um 0,98 g gestiegen. Von der ganzen Zunahme des 
Harn-N, die 6,38 — 2,84 = 3,54 g betragt, sind 0,98 g oder 27,6% endo- 
gener Herkunft. Im Milchversuch bei Versuchsperson B. betrigt der Harn-N 
4,74 g, ist somit um 1,90 g héher als bei N-freier Nahrung. 27,6 °% hiervon, 
das sind 0,53 g, kénnen als endogen betrachtet werden und miissen der 
N-Bilanz bei eiweiBfreier Kost zugezihlt werden, die dadurch den Wert 
— 3,78 annimmt. Die korrigierte biologische Wertigkeit berechnet sich 
dann zu 52,8 gegen 35,0, wie oben festgestellt wurde. 


Stellen wir die Werte zusammen, so ergeben sich die Zahlen der 
Tabelle V. 


Tabelle V. Biologische Wertigkeit des MilcheiweiBes. 





Nach Thomas Korrigierte biologische 


Versuchsperson Wertigkeit 


51,2 57,3 
43,0 50,1 
35,0 52,8 


Mittel: 43,1 53,4 


Die Beriicksichtigung der stimulierenden Wirkung der Eiweibgabe 
auf den N-Stoffwechsel bzw. der geringeren Okonomie des N-Umsatzes 
nach N-Zufuhr fiihrt hier zu etwas héheren Werten der biologischen 
Wertigkeit. Doch beweisen die Zahlen, daB an der Beurteilung des 
MilcheiweiBes nichts Wesentliches geandert wird. Wenn die Werte 
der korrigierten biologischen Wertigkeit hier etwas ausgeglichener 
erscheinen, so laBt sich doch nicht voraussagen, ob dies allgemein der 
Fall sein wird. Die Versuchsanordnung wird erheblich schwieriger, 
da auBer der Bestimmung der endogenen N-Ausscheidung bei N-freier 
Kost ein zweiter Vorversuch zur Bestimmung der endogenen N-Aus- 
scheidung mit einer unverwertbaren, aber spezifisch-dynamisch wirk- 
samen Substanz erforderlich wird. Diese Versuche und Berechnungen 
mégen daher nicht als ein Versuch aufgefaBt werden, die Bestimmung 
der biologischen Wertigkeit nach Thomas zu modifizieren. Es soll 
vielmehr gezeigt werden, bis zu welchem Umfange gewisse Einwande, 
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die gegen die Methode von Thomas erhoben worden sind, berechtigt 
sind. Wie die Zahlen der Tabelle V zeigen, ist diesen Einwanden nur 
in sehr beschranktem Umfange eine Berechtigung zuzugestehen. 

Die mitgeteilten Versuche, die eindeutig auf eine biologische Wertig- 
keit des MilcheiweiBes beim erwachsenen Menschen in der GréBen- 
ordnung um 50 hinweisen, bestatigen die Angaben von Martin und 
Rolison, die von den meisten spiteren Autoren als unerklarlich be- 
zeichnet und wohl niemals ernstlich als giiltig betrachtet worden sind. 
Sie stehen in schroffem Gegensatz zu den Befunden im Tierversuch. 

Unsere Versuche sind in den Monaten November bis ‘Januar mit frischer 
Milch ausgefiihrt worden, betreffen also Wintermilch. Im Rattenversuch 
wurde von Kohler, Elvehjem und Hart! gezeigt, daB Wintermilch als einzige 
Nahrung bei Ratten geringeres Wachstum erméglicht als Sommermilch. 
Der Unterschied wird jedoch nicht durch verschiedene Wertigkeit des 
EiweiBes, sondern durch einen unbekannten Faktor der Sommermilch 
bedingt. Die Milchaufnahme der Ratten ist im Winter geringer, so daf 
das Wachstum zuriickbleibt. Die geringe biologische Wertigkeit des Milch- 
eiweiBes in unseren Versuchen diirfte kaum damit zusammenhangen, daB 
es sich um Wintermilch handelt, dennoch wird ein Versuch mit Sommer- 
milch notwendig sein. 

Wir vermuten, daB es sich um echte Unterschiede der biologischen 
Wertigkeit bei verschiedenen Tierarten und beim Menschen handelt. 
Entsprechend ware anzunehmen, daB der Bedarf an Aminosiuren, 
namentlich an unentbehrlichen Aminosduren, bei den verschiedenen 
Tierarten wechselt. Es ist méglich, daB eine bestimmte Aminosaure 
in der Milch nicht in geniigender Menge vorhanden ist, und als limi- 
tierender Faktor fiir die Verwertung des MilcheiweiBes beim erwachsenen 
Menschen auftritt. Uber den limitierenden Faktor lassen sich vorlaufig 
nur Vermutungen aufstellen. Vor allem ist an die schwefelhaltigen 
Aminosauren zu denken. AuBerordentlich exakte Bestimmungen des 
organischen Schwefels in Nahrungs- und Futtermitteln verdanken wir 
den Untersuchungen von H. Stotz?, die mit neuer Methodik ausgefiihrt 
worden sind. Das Verhaltnis des organischen Schwetfels zum Gesamt-N 
in verschiedenen Nahrungsmitteln stellt sich hiernach wie in Ta- 
belle VI. 

Hinsichtlich der S-haltigen Bestandteile in Beziehung zum Gesamt-N 
liegen Frischmilch und Casein hier zwischen den Leguminosen, die als 
unterwertig in bezug auf Cystin bekannt sind. Pepton_,, Witte“, 
Cerealienkérner und EiereiweiBe weisen weit héhere S/N-Werte auf. 
Relativ enthalten sie zum Teil mehr als das Doppelte an S-haltigen Be- 
standteilen. Hier ist daran zu denken, da8 nach Folin? das Ver- 


1 Kohler, Elvehjem u. Hart, Journ. of Nutrit. 14, 131, 1937. 
2 H. Stotz, Bodenkde. u. Pflanzenernahrung 6, 69, 1937. — * Folin, Amer. 
J. of Physiol. 13, 66, 1905. 
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Tabelle VI. Organischer Schwefel in Milch und Nahrungsmitteln. 
(Nach Stotz.) 





Nahrungsmittel (Trockensubstanz) Organischer 8 Getamt-N See << 

Oy Oo Gesamt-N 

AGkerbolne foi. ee eae 0,1626 5,200 1: 31,98 
Pe ok. 6 RS cee ee 0,2025 5,025 1: 24,79 
Frischmilch, 1. Probe ......... 0,1799 3,975 1 : 22,10 
* , ee ee Le Ee 0,1849 4,021 1: 21,75 
NS BOE FoR eT eG Ore 0,7027 15,17 1; 21,59 
Casein nach Hammarsten ..... 0,7464 15,28 1: 20,47 
Pe se SS aoe 0,1890 3,839 1: 20,31 
Pepton- Witte ....... 0c eee cess 0,8954 15,87 1: 16,11 
WE bias Sec CA Saha 0,1816 2,747 1: 15,13 
DottereiweiB ................. 0,8114 11,84 1: 14,60 
GOON iii a 0 adic ies wR ee 0,2096 2,571 1: 12,27 
NE os 5x vo kg eee bs ie 0,1225 1,468 1: 11,98 
MN ac ao ere ek es wake ee ne 0,1805 2,012 1:11,15 
Be a hak eo ha 0,1846 1,718 1: 10,04 
PII OMEE 9.2 sivas decwes «kes 1,652 14,74 1: 8,93 


hailtnis S/N im menschlichen Harn bei sehr eiweiBarmer Ernahrung 
1:10 bis 1:12 ist gegeniiber 1:21 in der Milech. Auch Scharpenak! 
fand, daB Milch ungeniigend Cystin enthalt, ferner ist auch der Gehalt 
an Arginin, Asparaginsaure und Histidin nach diesem Autor ungeniigend, 
wahrend Lysin in gréBerer Menge vorliegt. Phenylalanin ist wenig 
vorhanden, dafiir reichlich Tyrosin. 

Es ist somit durchaus méglich, da8 auBer Cystin und Methionin 
noch andere Aminosauren der Milch als limitierende Faktoren auftreten 
kénnen. Es diirfte méglich sein, diese Faktoren im Versuch am Menschen 
zu kennzeichnen und die Milch entsprechend zu erganzen. Auf diese 
Weise wiirde der Bedarf des Erwachsenen an einigen unentbehrlichen 
Aminoséuren exakt meSbar sein. Unsere weiteren Versuche gehen in 
dieser Richtung. 

Zusammenfassung. 

1. An zwei Versuchspersonen werden drei Versuchsreihen zur Be- 
stimmung der biologischen Wertigkeit des MilcheiweiBes nach Thomas 
ausgefiihrt. 

2. Die biologische Wertigkeit ergab sich im Mittel zu 43,1. 

3. Zur Erklarung dieses niedrigen Wertes wird auf den verhaltnis- 
maBig geringen Gehalt des MilcheiweiBes an schwefelhaltigen Amino- 
siuren hingewiesen, die als limitierender Faktor fiir die Verwertung 
des MilcheiweiBes beim erwachsenen Menschen in Frage kommen. 


1 Scharpenak, Ber. d. ges. Physiol. 85, 538, 1935 (Referat). 












Die Bestimmung kleiner Mengen Kupfer, Blei und Zink 
mit Dithizon, mit besonderer Hinsicht auf ihre Bestimmung 
in biochemischen Materialien. I.' 








































Von ( 
J. Schwaibold, B. Bleyer und G. Nagel. 
(Aus der Deutschen Forschungsanstalt fiir Lebensmittelchemie in Miinchen. ) é 1 
(Eingegangen am 16. Mai 1938.) 
Mit 1 Abbildung im Text. ; 
i Die analytische Erfassung kleiner Metallmengen, wie sie als sog. | 
Spurenelemente in biochemischen Materialien offenbar sehr verbreitet 
vorkommen, hat in jiingster Zeit, besonders seit dem Bekanntwerden ] 
der Metallreaktionen mit Dithizon, bedeutende Fortschritte gemacht. , 
Es schien uns daher die Méglichkeit gegeben, eines dieser neuen Ver- [ F 
" fahren zur Untersuchung einer Reihe von Produkten und zur Nach- [— . 
priifung und gegebenenfalls Revision alterer Werte anzuwenden. B ¢ 
Kurz nach Beginn unserer Untersuchungen erschien eine Arbeit F ° 
von Strohecker und Mitarbeitern (1), die sich gerade mit der analytischen | : 
Vorarbeit auf diesem Gebiete beschaftigte; wir versuchten daher die : 
Eignung der von diesen Autoren angegebenen Arbeitsweise als Grund- [5 
lage fiir unsere Arbeiten festzustellen. Diese Arbeitsweise stiitzt sich | ik 
im wesentlichen auf die eingehenden Untersuchungen von Fischer und ff Kk 
Leopoldi (2) und wurde ausgearbeitet, um eine gut durchfiihrbare Be- : 
stimmung sehr kleiner Mengen von Kupfer, Blei und Zink nebeneinander a 
zu erméglichen. Dabei wird allerdings die Abwesenheit einer Reihe | a 
von an sich ebenfalls mit Dithizon reagierenden Metallen vorausgesetzt, [ h 
besonders solcher, deren Reaktion durch Thiosulfat verhindert werden : 
kann, mit Riicksicht darauf, daB diese in Trinkwassern u. dgl. im all- d 
gemeinen nicht vorkommen. Es war daher notwendig, zu priifen, in- — d 
wieweit die Anwendung des Verfahrens dadurch eingeschrankt wird, 1 
und gegebenenfalls zu versuchen, eine Methode mit weitergehendem ¢ 
Anwendungsbereich auszuarbeiten. 
Zur Feststellung der Reproduzierbarkeit fiihrten wir zunachst | y, 
Versuche nach den Angaben von Strohecker und Mitarbeitern an reinen [It 
Lésungen der einzelnen Metalle unter Verwendung des Stufenphoto- — * 
meters durch. 
Die Herstellung der Dithizonlésung mit Tetrachlorkohlenstoff ist nun- 6 
/ mehr ohne besondere ReinigungsmaBnahmen méglich; das von uns ver- a 
Dove 
: 1 Ausgefiihrt mit Mitteln des Forschungsdienstes, Landwirtschaftliche | EF: 
Gewerbeforschung. ; 
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wendete Dithizon zur Analyse von Merck ergab eine rein griine Lésung und 
hinterlieB nach dem Ausschiitteln mit verdiinntem Ammoniak keine ge- 
farbten Verunreinigungen im Tetrachlorkohlenstoff. Die Reagenslésung 
kann daher durch einfache Auflésung der gewiinschten Menge Dithizon in 
Tetrachlorkohlenstoff hergestellt werden; sie ist bei Aufbewahrung unter 
LichtausschluB langere Zeit unveradndert haltbar. Der gebrauchte Tetra- 
chlorkohlenstoff wurde jeweils nach Biddle (3) regeneriert; nach Entfernung 
des Wassers wird mit 5 bis 10° ,iger H,SO, ausgeschiittelt, der griin ge- 
farbte CCl, mit verdiinnter NaOH behandelt und iiber Kalk destilliert; 
nach erneuter Destillation ist der CCl, wieder gebrauchsfertig. 

Das verwendete Wasser stellten wir mit dem selbsttatigen Wasser- 
destillationsapparat nach Stadler von Schott in Jena her; es erwies sich ohne 
Redestillation als geniigend rein. 














Die iibrigen zur Ausarbeitung der 44 
Auswertungskurven verwendeten | 
Reagenzien gaben in den benétigten 16+-——+ Sake 
Mengen keine Reaktion mit Di- 
thizon. ei steeenil | | | 

Zur Aufstellung der Auswer- . In 
tungskurven wurden Kupferl6- 
sungen mit einem Gehalt von 5 bis %& 7 | | 
60y Kupfer (durch Verdiinnung 8 C 
entsprechender Mengen einer Stan- > 10 ~ i 
dardlésung von CuSO,.5H,O %& 
erhalten) nach Zusatz von 10 %Qiger S 28+-— a 
H,SO, in einer Menge von etwa ¥& ~ 
5% der zu untersuchenden Fliissig- & 
keitsmenge mit einer Dithizon- edn S505 ree be 
lésung von 6mg in 100cem CCI, in y y 
Portionen von einigen cem er- maemaanaa rr 
schépfend, d.h. bis keine Farb- } 
anderung der Dithizonl6sung mehr 02 if | tee: Ses 
auftrat, im Schiitteltrichter extra- ~ 4 | | 
hiert. Die Tetrachlorkohlenstoff- | 
l6sung wurde dann nach Auf- 0 0 wm 90 7 50 bay 
fiilllen auf 30cem durch kurz- jet 
dauerndes Durchschiitteln mit ver- i re a 
diinntem Ammoniak (héchstens (Berechnungstormel: K : Ky = y: yz-) 


1: 1000) so oft gewaschen, bis 

dieser farblos blieb. Die Messung im Stufenphotometer wurde unter Ein- 
schaltung des Filters S 53 in Kiivetten von 1 em — bei Gegenwart von 
weniger als 40 y Kupfer —- durchgefiihrt; bei gréBeren Mengen kann 
verdiinnt oder eine Kiivette mit geringerer Schichtdicke verwendet werden. 
In Abb. 1 ist die so erhaltene Auswertungskurve fiir Kupfer wieder- 
gegeben. 


Entsprechende Bleilésungen (Pb [C,H,O,], .3H,O) wurden nach Zu- 
satz von 1 % einer 2 %igen Ammoniaklésung mit kleinen Portionen Dithizon- 
lésung so oft ausgeschiittelt, bis diese nicht mehr rot gefarbt wurde, sondern 
sechwach griin gefairbt blieb bzw. vollstandig farblos wurde, da das Dithizon 
von alkalischen wissrigen Fliissigkeiten leicht aufgenommen wird; die 
Extraktionsfliissigkeit wurde dann mit CCl, auf 30 ccm aufgefiillt, ein- bis 
zweimal zur Entfernung iiberschiissigen Dithizons mit 1°%iger KCN- 
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Lésung gewaschen und nach Zersetzen des Blei-Dithizonkomplexes durch 
Schiitteln mit wenig 10°%,iger HCl die griine Lésung im Stufenphotometer 
mit Filter S 61 gemessen. Auf diese Weise wurde die in Abb. 1 wieder- 
gegebene Auswertungskurve fiir Blei erhalten. 

Zinklésungen (ZnSO, . 7 H,O) wurden wie Bleil6sungen ausgeschiittelt, 
die vereinigten Extrakte auf 60 cem aufgefiillt und mit Ammoniak (1: 1000) 
bis zur Farblosigkeit der Waschfliissigkeit ausgewaschen. Die Messungen, 
die mit Filter 8 53 durchgefiihrt wurden, ergaben die in Abb. 1 wieder- 
gegebene Auswertungskurve. 


Die Bestimmung von Kupfer, Blei und Zink in Gemischen. 


Vorversuche. Bei gleichzeitiger Gegenwart der drei Metalle kann 
Kupfer ohne weiteres, wie oben angegeben, bestimmt werden, da Blei 
und Zink unter diesen Bedingungen nicht reagieren. Blei und Zink 
reagieren in einfachen neutralen Lésungen gemeinsam; dies muf 
durch entsprechende Reagenzien und Reaktionsbedingungen verhindert 
werden und kann, wie schon Fischer (2) festgestellt hatte, durch Tarnung 
des Zinks mittels Cyanid erreicht werden. Diese Feststellung liegt 
auch dem von Strohecker und Mitarbeitern (1) angegebenen Analysengang 
zugrunde; es gelang uns jedoch nicht, mit dieser Methode eine sichere 
Trennung von Blei und Zink durchzufiihren; meist reagierte ein mehr 
oder weniger groBer Teil des Zinks gleichzeitig mit Blei, oder auch in 
Abwesenheit von Blei an seiner Stelle; verschiedene kleinere Abwand- 
lungen in der Reaktion der Lésung und der KCN-Konzentration 
fiihrten nicht zum Ziele. Auf unsere Anregung hin haben die Autoren 
diesen Punkt einer Nachpriifung unterzogen und als Ergebnis eine Ab- 
anderung des Verfahrens angegeben (4), we!che die Bestimmung des Bleis 
neben Zink nach Zusatz von Natronlauge und von gegeniiber friiher 
wesentlich erhéhten Mengen von KCN vorschreibt. Damit entfallt 
auch das friiher bestehende Kennzeichen fiir die Beendigung der Extrak- 
tien des Bleis, nimlich das Bestehenbleiben der griinen Farbung der 
Dithizon-CCl,-Lésung; bei den veranderten Zusitzen von KCN und 
NaOH ist die Reaktion der Fliissigkeit so weit in das alkalische Gebiet 
verschoben, daB ein Ubergang des Dithizons aus CCI, in die wisserige 
Fliissigkeit erfolgt und der Endpunkt der Pb-Extraktion dann erreicht 
ist, wenn die zuletzt zugesetzte Menge Dithizonlésung entfarbt wird. 
Auf diesem Wege erwies sich nun eine Bestimmung von Kupfer, Blei 
und Zink in Gemischen durchfiihrbar. 


Nach den in den Arbeiten der obengenannten Autoren gemachten 
Angaben und auf Grund der Beobachtungen, die sich bei unseren Ver- 
suchen mit dieser Methodik ergaben, ferner unter Beriicksichtigung 
der in biochemischen Materialien regelmaBig oder zuweilen  vor- 
kommenden sonstigen Spurenmetallen, soweit sie mit Dithizon reagieren, 
gelangten wir zu nachstehender Arbeitsweise. 
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Zunachst wird die Extraktion von Kupfer vorgenommen, nachdem die 
neutrale Lésung mit 5% einer 10% igen H,SO, angesduert worden ist. 
Bei dieser Aziditat reagieren weder Blei noch Zink, noch méglicherweise 
anwesendes Wismut. Von den sonst unter diesen Bedingungen noch mit. 
Dithizon reagierenden Schwermetallen Ag, Hg, Au, Pd und Pt kann Hg 
als gelegentlich in nachweisbaren Mengen natiirlich vorkommend. an- 
gesehen werden (5). Der Hg-Dithizonkomplex ist in CCl, mit gelber Farbe 
loslich und so ist die Gegenwart von Hg erkennbar; bei der Bestimmung von 
Cu kann das Vorhandensein von Hg an der Veranderung der an sich violett- 
roten Farbung des Cu-Dithizonkomplexes erkannt werden; wir stellten fest, 
daB eine solche schon bei einer Hg-Menge von 10 bis 20% der anwesenden 
Pb-Menge erkennbar ist. Durch Behandlung mit einer 5 % igen K J-Lésung 
wird der Hg-Komplex zerlegt, wihrend der Cu-Komplex nicht angegriffen 
wird. So kann auf einfache Weise Cu auch bei Gegenwart von Hg be- 
stimmt werden. 

Durch Ferrisalze kann unter bestimmten Bedingungen eine Oxydation 
des Dithizons und durch hierbei auftretende Oxydationsprodukte (Carbo- 
diazon) eine St6érung der Cu-Bestimmung eintreten. Bei den in biochemi- 
schem Material normalerweise vorkommenden Fe-Mengen wurde nach 
unseren Beobachtungen eine soleche Stérung nicht beobachtet, so daB im 
allgemeinen der Zusatz von 0,6 bis 0,8%iger Natriumthiosulfatlésung 
unterbleiben kann, der zur Verhinderung einer solchen Stérung vorge- 
schlagen wurde (6). 

Zur Bestimmung von Blei wird die nach Entfernung des Kupfers ver- 
bliebene saure Fliissigkeit mit 2°,iger NH,-Lésung bis zum Umschlag von 
Thymolblaupapier nach Blau versetzt und nach Zusatz von 2 cem 5 %iger 
KCN-Lésung und 3 ccm 20 %iger Seignettesalzlésung (Gesamtfliissigkeits- 
menge etwa 100 ccm) mit Dithizonlésung ausgeschiittelt; die Messung im 
Stufenphotometer wird wie oben ausgefiihrt. 

Unter den angegebenen Bedingungen stéren durch gleichzeitige Reak - 
tion nur Bi, Sn’ und Tl. Wismut, das einen rotbraunen Dithizonkomplex 
bildet, kommt nach unseren derzeitigen Kenntnissen im biochemischen 
Material im allgemeinen nicht oder nur in sehr geringen Mengen vor. Im 
Falle seiner Anwesenheit kann es durch entsprechendes Ausschiitteln mit 
1% iger KCN-Lésung von dem Pb-Dithizonkomplex abgetrennt werden. 
Bei der unten von uns angegebenen Arbeitsweise stért iibrigens Bi nicht 
mehr. Zinn mu8 in die vierwertige Form iibergefiihrt werden, sofern es 
nicht schon als solches vorliegt, wie dies meist, z. B. nach trockener oder 
nasser Zerstérung des Materials der Fall sein wird. Mit der Gegenwart 
von Thallium ist im allgemeinen nicht zu rechnen. 

Zur Bestimmung des Zinks wird die nach der Entfernung des Pb ver- 
bleibende Fliissigkeit mit verdiinnter HC] bis zur schwachen Blauung von 
rotem Kongopapier angesduert und darauf mit 5°%iger Na-Acetatlésung 
bis zur Rétung von blauem Kongopapier versetzt, entsprechend einem 
pu-Wert von etwa 4. Nun kann Zn ohne Stérung extrahiert und wie 
oben angegeben bestimmt werden. Eine vorherige Entfernung des bei 
der Pb-Bestimmung zugesetzten KCN durch Eindampfen der sauren 
Lésung kann unterbleiben, da bei dem Saéuregrad dieser Lésung eine Tar- 
nung des Zinks nicht mehr erfolgt, dagegen eine Reaktion von Metallen 
wie Ni und Co verhindert wird. Die nicht unerhebliche Mengen von HCN 
enthaltende Fliissigkeit ist natiirlich mit der entsprechenden Vorsicht 
auszuschiitteln. 
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Endgiiltiges Bestimmungsverfahren. Eingehende Versuche mit dem 
vorstehend beschriebenen Bestimmungsverfahren lieBen jedoch aus 
mehreren Griinden eine Verbesserung als wiinschenswert erscheinen. 

Wir machten die Feststellung, da Pb manchmal keine oder erst 
eine positive Reaktion bei erheblichem Uberschu8 von Dithizon gibt. 
das unter den angegebenen Bedingungen, wie schon erwahnt, in die 
wissrige Phase iibergeht. Bei Herabsetzung der KC N-Konzentration 
tritt zwar die Bleireaktion immer ein, doch ist damit eine sichere Tarnung 
des Zn nicht mehr gewahrleistet. 

Ferner wurde beobachtet, daB nach langerem Ausschiitteln bei der 
Pb-Bestimmung in Gegenwart gr6Berer Mengen von Ferrisalzen durch 
Oxydation von Dithizon eine stérende Braunfarbung auftritt ; die Oxy- 
dation scheint von der gleichzeitigen Gegenwart und der Konzentration 
von Fe’-, Pb- und Cyansalzen abhangig zu sein (7). Auch ist die Ein- 
stellung des py-Wertes fiir die Zn-Bestimmung etwas umstandlich und 
die Extraktion erfordert, besonders wenn die Reaktion noch etwas 
saurer als notwendig ist, langdauerndes Ausschiitteln und einen erheb- 
lichen UberschuB an Dithizon; die Entfernung des letzteren erfordert 
dann wieder gréBere Mengen NH,-Lésung, die meist Zn enthalt und so 
zur Einschleppung von Zn und zu unerwiinschten Blindwerten Anlab 
gibt. 

SchlieBlich ist zwar das Abdampfen von HCN bei der oben an- 
gegebenen Arbeitsweise vermieden; jedoch ist beim Arbeiten mit der 
schwach sauren, HCN enthaltenden Fliissigkeit Vorsicht und die Be- 
nutzung eines Abzuges geboten, wenn eine gréBere Anzahl von Be- 
stimmungen ausgefiihrt werden. 

Es ist uns gelungen, eine Trennungsmethode zu finden, die diese 
Schwierigkeiten vermeidet; sie ist im folgenden beschrieben. 

Kupferbestimmung. 100 ccm der zu untersuchenden, etwa neutralen 
Lésung werden mit 5cem 10 %iger H,SO, (oder andere Volumina in 
diesem Verhaltnis) angesduert und solange mit kleinen Mengen Dithizon- 
lésung (6 mg in 100 ccm CCl,) ausgeschiittelt, bis die griine Farbung 
dieser Lésung unverandert bleibt. Die vereinigten Ausziige werden mit 
CCl, auf 30 ccm aufgefiillt und nach dem Waschen mit 10 cem Wasser 
so oft mit je 10 ccm einer NH,-Lésung 1: 1000 ausgewaschen, bis die 
Waschfliissigkeit nicht oder kaum mehr gefarbt wird. Nach kurzem Durch- 
schiitteln mit 1°%,iger Schwefelsiure wird nun die Messung der CCl,- 
Lésung mit dem Filter $53 im Stufenphotometer vorgenommen. 

Etwa vorhandenes Hg reagiert in jeder Menge mit dem Cu gleich- 
zeitig. Es wird gemeinsam mit Cu extrahiert und die Lésung der 
Dithizonkomplexe mit 10 ccm 5 %iger K J-Lésung gewaschen, wodurch 
der Hg-Komplex zersetzt wird. Nach dem Waschen mit Wasser wird 
das iiberschiissige Dithizon, wie oben angegeben, mit verdiinntem N H, 
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entfernt und die Cu-Bestimmung wie iiblich durchgefiihrt. In der 
Tabelle I sind Beleganalysen angegeben, bei denen auch noch andere 
Fremdmetalle zugesetzt wurden, von denen weiter unten noch die Rede 
sein wird. 





Tabelle I. Bestimmung von Kupfer in Gegenwart von Quecksilber, 


y an Fremdmetallen 


y Cu vorgelegt y Cu gefunden 








zugesetzt 
Fe™ 1000 
10 Mn 50 | 9,5 
20 Sn” 25 | 18,5 
Hg 20 
Bi 10 


Bleibestimmung. Die nach Abtrennung des Cu verbliebene Fliissig- 
keit wird mit 3ccm 20%iger Seignettesalzlésung! und 9 bis 10 ccm 
5 %iger NH,-Lésung (Umschlag von Thymolblaupapier nach Blau) 
versetzt und dann solange mit Dithizonlésung (12 mg in 100 ccm CCl,) 
ausgeschiittelt, bis diese farblos oder schwach griin bleibt. Die vereinigten 
Ausziige werden mit CCl, auf 60 ccm (oder auf ein kleineres Volumen) 
aufgefiillt; ein Teil dieser Lésung wird so oft mit je 10 ccm einer 
1%igen KCN-Lésung gewaschen, bis diese farblos bleibt. Nach Be- 
handlung mit Salzséure und dadurch erfolgter Freisetzung des Dithizons 
erfolgt die Bestimmung im Stufenphotometer in der oben angegebenen 
Weise. 

Zinkbestimmung. Ein weiterer Teil der Lésung, von der schon 
eine Probe zur Bleibestimmung verwendet wurde, wird mit je 10 ccm 
Na, 8-Lésung (2) bis zur Farblosigkeit der Waschfliissigkeit gewaschen ; 
dadurch werden neben Pb alle anderen in Betracht kommenden 
Dithizon-Metallkomplexe (auBer Co und Ni) zersetzt; auch Cd wird so, 
sofern es nicht in sehr groBen Mengen vorliegt, vollstandig entfernt. Die 
nun verbleibende Lésung des Dithizon-Zn-Komplexes wird mit dem 
Filter S 53 im Stufenphotometer gemessen. 

In Tabelle Il sind die Ergebnisse einiger Untersuchungen von 
Gemischen der drei Metalle neben anderen Metallen aufgefiihrt. 

Besondere Fille. Ist die vorhandene Menge Pb gegeniiber der Menge 
des Zn sehr klein (z. B. 1: 10), so hat sich folgendes Verfahren bewahrt. 
Man schiittelt die Dithizonlésung der beiden Komplexe zweimal mit 
10 cem einer Pufferlésung durch, die aus 10 %, n/10 Na-Acetat und 90% 
n/10 Essigsaiure besteht (py = 3,5). Hierbei wird nur der Bleikomplex 


1 Diese Lésung muB vorher nach Zugabe einiger Tropfen verdiinnter 
NH, mit Dithizon gereinigt werden. 30 ccm der aus Tartar. natronatus 
pro analysi Merck hergestellten 20 %igen Lésung enthielten etwa 1,5 y Zn, 

Biochemische Zeitschrift Band 297. 22 
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Tabelle II], Bestimmung von Kupfer, Blei und Zink in Gemischen 
neben anderen Metallen. 











y Vorgelegt | y an Fremdmetallen y gefunden 
’ Cu Pb we es Zu = | ‘aia AON Cu Pb Zn 
12 0 jo 2 Fe 1000 11 AB 1 ab 
35 30 | 40 Mn 50 i 32 28 42 
16 12 8 Sn” 25 16 S| 9 
25 42 50 Bi 10 26 38 53 


zersetzt. Die Pufferlésung, die nétigenfalls vor Gebrauch mit Dithizon- 
lésung gereinigt werden mu, wird nun mit verdiinnter N H,-Lésung 
bis zum Umschlag von Thymolblau versetzt und der Pb-Gehalt nach 
Ausschiitteln mit Dithizon in der angegebenen Weise bestimmt. Man 
kann so bei Gegenwart sehr kleiner Bleimengen durch Ausschiitteln 
mit kleinen Mengen Dithizonlésung das Blei in ein sehr kleines Volumen 
iiberfiihren und dadurch die Bestimmung erleichtern und verscharfen. 
Einige Beispiele hierfiir sind in Tabelle III aufgefihrt. 


~ 


Tabelle III. Bestimmung sehr kleiner Mengen Blei neben Zink. 














7 vorgelegt y an Fremdmetallen y gefunden 
Pb Zn | amanaed Pb Zn 
5 40 | Fe" 1000 | 6 39 
9 48 Mn 50 i 10 50 
12 80 Sn“ 25 12 86 
Bi 10 


Die Genauigkeit ist in Hinsicht auf das Anwendungsgebiet und die 
Kleinheit der zu bestimmenden Mengen als sehr befriedigend zu be- 
zeichnen, ebenso auch der Zeitaufwand, da Zur Durchfiihrung der Be- 
stimmung des Gehalts einer analysenfertigen Lésung nur etwa 1 Stunde 
bendtigt wird, bei Vorhandensein von Apparatur, Eichkurve und Re- 
agenzien. 


Nach vorstehenden Angaben werden folgende Reagenzien benétigt : 


Salzséure reinst, 

Schwefelsaure reinst, 

Dithizon, 12 mg in 100 cem CCl,, 6 mg in 100 cem CCl, 
Ammoniak reinst, 

Seignettesalzlésung 20 ig, 

Kaliumcyanid reinst, 1°%ige Lésung, 


Natriumsulfid, 1%ige Stammlésung, davon 40 ccm mit Wasser 


auf 1000. 


Die Reagenzien sollen méglichst frei von Schwermetallen sein; soweit 
soleche nicht vorhanden sind, mu8 der Blindwert festgestellt werden, da 
-z. B, eine Reinigung des NH, und KCN oder auch der Sauren auf einfachem 
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Wege durch Ausschiitteln mit Dithizonlésung nicht méglich ist. Bei den 
vorliegenden Versuchen erhielten wir Blindwerte von etwa 5 y Zink, das im 
wesentlichen aus dem NH, stammte. 


Zusammenfassung. 


Es wird ein einfaches Verfahren zur Bestimmung sehr kleiner 
Mengen von Kupfer, Blei und Zink in Gemischen mit Hilfe von Dithizon 
angegeben, unter Beriicksichtigung von in biochemischen Materialien 
vorkommenden sonstigen Spurenmetallen, die ebenfalls mit Dithizon 
reagieren. 

Kupfer wird in bekannter Weise aus schwach saurer Lésung aus- 
geschiittelt, bei Gegenwart von Quecksilber zusammen mit diesem; 
letzteres wird dann mittels K J-Lésung entfernt. 

Blet wird zusammen mit Zink aus schwach alkalischer Lésung 
ausgeschiittelt ; ein beliebiger Teil der Extraktlésung wird entsprechend 
mit KCN-Lésung behandelt, wodurch das Zink und gegebenenfalls 
noch mitextrahierte Fremdmetalle entfernt werden und dann das Blei 
bestimmt werden kann. Zur Bestimmung sehr kleiner Mengen von Blei 
wird ein dafiir besonders geeignetes Verfahren angegeben. 

Zink wird in einem weiteren Teil der Blei;Zink-Komplexlésung 
bestimmt, nachdem aus diesem mittels Na,S-Lésung Blei und einige 
andere méglicherweise noch anwesende Fremdmetalle entfernt worden 
sind. 

Die Genauigkeit dieses Bestimmungsverfahrens ist sehr befriedigend 
(Fehlergrenze etwa —- 10%) und der erforderliche Zeitaufwand sehr 
gering. 

Literatur. 
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Untersuchung der colorimetrischen Bestimmung des Ammoniaks 
und der Ammoniumsalze mit Phenolreagens 
und ihrer Verwendbarkeit bei der Carcinomreaktion nach Fuchs. 


Von 
Karl Hinsberg und Kurt Mucke. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 16. Mai 1938.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Im Jahre 1875 berichtete R. Engel iiber eine tiefblaue Farbreaktion 
des Glykokolls mit Phenol und Natriumhypochlorit. 

O. Fiirth und Mitarbeiter priiften 50 Jahre spater die Phenolreaktion 
bei Glykokoll, Ammoniak, Ammonsalzen und verschiedenen Aminosauren 
nach, Sie erhielten bei Ammoniak, Ammonsalzen und Glykokoll die Farb- 
reaktion mit fast gleicher Intensitaét, wihrend Aminosauren, wie Alanin, 
Leucin und Glutaminsaéure wesentlich schwacher reagierten. Ihre Unter- 
suchungen ergaben, daB es sich nicht, wie Engel annahm, um eine fiir 
Glykokoll, sondern fiir Ammoniak und Ammonsalze spezifische Reaktion 
handelt und daB bei Glykokoll und anderen Aminoséuren nur das durch 
das Hypochlorit aus ihnen abgespaltene Ammoniak reagiert. 

Van Slyke und Hiller benutzten diese Reaktion zur quantitativen 
kolorimetrischen Bestimmung des Ammoniaks im Blute. Sie geben an, daB 
diese Bestimmungsmethode genauer und empfindlicher sei als die mit 
Nesslers Reagens. 


Bei der Nachpriifung der Ca-Reaktion nach Fuchs versuchten wir 
den von Fuchs benutzten Nachweis mit Nesslers Reagens durch die 
Phenolreaktion zu ersetzen. Bestimmend hierfiir war der Umstand, 
daB die Gewinnung einer einwandfrei meSbaren Farbreaktion nach 
Nessler nur unter genauester Einhaltung der Versuchsbedingungen 
mdéglich ist. Fuchs selbst weist in seinen Arbeiten auf diese Schwierig- 
keiten hin, die besonders darauf zuriickzufiihren sind, daB der Farbstoff 
bei der Nessler-Reaktion nicht in echter, sondern in kolloider Lésung 
vorliegt, deren Haltbarkeit von der Zugabe eines geeigneten Stabilisators 
abhangig ist. Desgleichen wird die Farbe vom Dispersionsgrad der 
Farbteilchen stark beeinfluBt. Auch stellt die Messung einer kolloiden 
Farbstofflésung an die Geschicklichkeit des Experimentators weit 
héhere Anforderungen als die einer echten Farblésung. Aus diesen 
Griinden schien es der Miihe wert, die Eignung der Phenolreaktion 
fiir die Ca-Reaktion nach Fuchs zu priifen. 

Zu den Versuchen wurde eine Ammonsulfatlésung mit 50 mg-% Stick- 
stoffgehalt, eine 5%ige wisserige Phenollésung und eine Natriumhypo- 
chloritlésung, deren jodometrische Bestimmung 0,58 % Chlor ergab, benutzt. 


Gleiche Proben der Ammonsulfatlésung wurden mit wechselnden Mengen 
Phenol- und Hypochloritlésung versetzt und mit Wasser auf 50 ccm auf- 
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gefiillt. Nach mehrstiindigem Stehen war die Bildung des Farbstoffs 
beendet, der auch nach achttagigem Stehen noch die gleiche Extinktion 
zeigte. Es wurde mit Filter S53 und 30mm Schichtdicke im Pulfrich- 
Photometer gemessen. Unter den gleichen Bedingungen wurden auch alle 
folgenden Messungen ausgefiihrt. 
Es ergab sich fiir die Zusammensetzung 1 cem Ammonsulfat 
+ 1cem Phenollésung + 4 cem Hypochloritlésung die héchste Extink- 
tion. Ein UberschuB von Hypochlorit bewirkte ein Umschlagen der 
blauen Farbe in Griin, das bei weiterem Hypochloritzusatz in Rotbraun 
und schlieBlich in helles Gelb tiberging. (Eine Beobachtung, die auch 
Firth gemacht hat.) Der Farbumschlag fiihrt zu einer Abnahme der 
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Hypochlorit Extinktion 
Abb. 1. Extinktion bei 1 cem Ammon- Abb. 2. Abhingigkeit der Extinktion vom Stick- 
sulfatlésung + 1 ccm Phenollésung und stoffgehalt (Kurve IV) und vom pu (Kurve V). 


steigenden Mengen Hypochlorit. 


Extinktion. Um nun festzustellen, ob das Verhaltnis 1 : 4 der Phenol- 
und Hypochloritlésung auch fiir Ammonsulfatlésungen mit héherem 
oder niedrigem Stickstoffgehalt zutrifft und um gleichzeitig den Verlauf 
des Farbumschlags von Blau in Griin zu ermitteln, wurden von drei 
Ammonsulfatlésungen (10, 50 und 100 mg-% Stickstoff) Versuchs- 
reihen von je 1 com Ammonsalzlésung mit je 1 cem Phenollésung und mit 
von 1 bis 7 ccm steigenden Hypochloritmengen angesetzt. Die Kurven I, 
II und III zeigen die Abhangigkeit der Extinktion vom Hypochlorit- 
zusatz. Aus dem Verlauf der Kurven ist zu erkennen, daB die exakte 
Einhaltung des Verhiltnisses Phenol—Hypochlorit fiir die Messung 
unerlaBlich ist und da8B bei allen drei Kurven die héchsten Extinktions- 
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werte bei dem schon angegebenen Verhiltnis 1:4 erhalten werden. 
Dies entspricht ungefahr den Angaben von Fiirth. Bei den mit 6 und 
7 ccm Hypochlorit versetzten Proben war schon mit bloBem Auge ein 
Farbumschlag in Griin feststellbar. 

Es wurde nun eine Verdiinnungsreihe der Ammonsulfatlésung von 
5 bis 100 mg-% Stickstoff (um. je 5 mg-% steigend) mit Phenol und Hypo- 
chlorit in dem ermittelten Verhaltnis 1:4 zur Reaktion gebracht und 
gemessen. Die graphische Darstellung der Extinktion in Abhangigkeit vom 
Stickstoffgehalt ergab eine durch den Nullpunkt gehende Gerade (Kurve IV). 
Das Beersche Gesetz wurde also erfiillt. In der nachfolgenden Tabelle sind 
die Werte enthalten, die zu der Kurve IV gefiihrt haben. 


Tabelle I. 





Ammonium- 4 Phenol- Natrium- Mit Wasser 
sulfat | lésung hypochlorit | aufgefiilltauf  Extinktion 
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Nachdem so die allgemeinen Versuchsbedingungen ermittelt 
worden waren, wurde versucht, das bei der Ca-Reaktion nach Fuchs 
beim AufschluB nach Kjeldahl erhaltene Ammoniumsulfat mit der 
Phenolmethode zu messen. Hierbei war zu beachten, daB im Gegensatz 
zu der bei den ersten Versuchen benutzten Ammoniumsulfatstandard- 
lésung nach dem Kjeldahl-AufschluB auch noch etwa 0,5 cem konz. 
Schwefelsiure in der Probe enthalten sind. Um nun die Phenolmethode 
anwenden zu kénnen, ist es notwendig, diesen SaureiiberschuB zu 
neutralisieren, da durch ihn das Natriumhypochlorit zersetzt werden 
wiirde. Ebenso ist aber auch ein LaugeiiberschuB8 zu vermeiden, da 
sonst freies Ammoniak entstehen und verlorengehen kann. Angestellte 
Versuche ergaben, daB die Intensitét der Farblésung bereits durch die 
Anwesenheit geringer Séure- oder Laugemengen stark beeinfluBt wird. 
Messungen von gleichen Mengen einer Ammoniumsulfatlésung, der 
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einmal steigende Mengen n/100 Natronlauge und andererseits steigende 
Mengen einer n/100 Schwefelsiure zugesetzt wurden, zeigten die Beein- 
flussung der Extinktion durch Lauge bzw. Saéure. In Kurve V (Abb. 2 
unten) sind diese Messungen festgelegt. 

Es wurde nun eine neue Versuchsreihe mit Ammoniumsulfat 
angesetzt, in der den einzelnen Proben je 0,5 ccm konz, Schwefelsiure 
zugesetzt wurden. Dann wurde mit der in einer Vorprobe ermittelten 
Menge 0,5n Natronlauge neutralisiert und mit Phenol die Farbe 
erzeugt und die Extinktion gemessen. Hierbei konnten keine ein- 
wandfreien Ergebnisse erhalten werden. Setzte man aber bei der 
Neutralisation einige Kubikzentimeter eines Phosphatpuffers (pg = 7) 
zu, so ergab sich eine dem Beerschen Gesetz entsprechende Kurve. 

Auf Grund dieser Erfahrungen miiBte man fiir die Verwendung der 
Phenolmethode bei der Ca-Reaktion nach Fuchs auBer den vier An- 
sitzen: Serum, Serum + Normalsubstrat, Serum + Ca-Substrat und 
Serum + Ca-Immunsubstrat noch eine fiinfte Probe mit Serum an- 
setzen, die zur Ermittlung der bei der Verbrennung unverbraucht 
gebliebenen Schwefelsaure dienen miiBte. Durch Zugabe der aus dieser Vor- 
probe errechneten Laugemenge und einiger Kubikzentimeter Pufferlésung 
kénnten dann alle Ansatze auf das gleiche py gebracht werden und erst 
jetzt kénnte mit Phenol und Hypochlorit der Farbstoff erzeugt werden. 
Dies wiirde aber eine wesentliche Erschwerung der an sich schon sehr 
diffizilen Bestimmung nach Fuchs bedeuten, die bei weitem nicht durch 
die Vorteile der kolorimetrischen Ablesung (im Gegensatz zum Farbstoff 
mit Nesslers Reagens) aufgewogen werden wiirde. Aus diesem Grunde 
haben wir von der Verwendung der Phenolmethode bei der Ca-Reaktion 
nach Fuchs abgesehen. Bei einfacheren Mikroammoniumbestimmungen 
ist sie der Nessler-Methode iiberlegen. 


Zusammenfassung. 

Es wurde versucht, die kolorimetrische Bestimmung des Ammoniaks 
bei der Ca-Reaktion nach Fuchs mit Phenolreagens durchzufiihren. 

Das fiir die Erreichung der gréBten Farbintensitaét notwendige 
Verhaltnis von Phenol zu Hypochlorit wurde ermittelt. Es wurde eine 
starke Abhangigkeit der Farbreaktion vom py festgestellt. 

Als einfache kolorimetrische Ammoniakbestimmungsmethode ist 
sie der mit Nesslers Reagens iiberlegen, jedoch bietet ihre Anwendung 
bei der Ca-Reaktion nach Fuchs Schwierigkeiten, die durch die Vorteile 
einer kolorimetrischen Messung nicht aufgewogen werden. 


Literatur. 
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A. Friedrich u. R. Scholl, diese Zeitschr. 240, 50, 1931. — Fuchs, 
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ges. exper. Med. 98, 70, 1936. — Fuchs u. v. Falkenhausen, Zeitschr. f. Krebs- 
forsch. 37, 363, 1932. — Albers, Merten u. Mucke, ebenda 1938, im Druck. 








Die Flockung von Lebereiwei6 durch Ammonsulfat. 
Von 
Jean Druey und Robert Schlatter. 
(Aus der Medizinischen Klinik der Universitat in Bern.) 
(Eingegangen am 17. Mai 1938.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Bei nephelometrischen Untersuchungen iiber LebereiweiB (1) sind 
wir zum Schlusse gekommen, da8 das Eiwei8 in einem Leberextrakt 
polydispers und gegeniiber der Aussalzung durch Neutralsalze zum Teil 
sehr labil ist. Ammonsulfat ergab schon bei Fiinftelsattigung eine inten- 
sive Triibung. Da die Triibungsmessung niemals eine quantitative 
Methode sein kann und aus der Form der Kurven nur in qualitativem 
Sinne Schliisse auf Einheitlichkeit oder Polydispersitaét einer Eiweib- 
lésung gezogen werden kénnen!, war es von Interesse, die Verhaltnisse 
einmal quantitativ zu studieren. Wir wandten hierzu die N-Bestimmung 
mit dem Mikro-Kjeldahl an. Diese Arbeitsweise hat insofern einen 
Mangel, als die verschiedenen Proteinkomplexe vielleicht nicht denselben 
Stickstoffgehalt haben und der N-Gehalt daher keine ganz zuverlassige 
MaBzahl fiir die EiweiB8menge ist. Auch ist es denkbar, daB das aus den 
Filtraten der Ammonsulfatflockung ausgefallte Eiwei8 Ammonsulfat 
in verschiedener Menge gebunden halt, das auch durch griindliches Aus- 
waschen nicht wieder entfernt werden kann. Wir haben diese Mangel, die 
fiir biologische Untersuchungen iibrigens nicht von so groBer praktischer 
Bedeutung sein diirften, in Kauf genommen, da es uns von grobem 
Wert war, mit kleinen Mengen arbeiten zu kéynen. Dies ist bei der 
gravimetrischen EiweiSbestimmung, der an und fiir sich genauesten 
Methode, nicht méglich. 

Nach E£.J.Cohn (3) folgt die Léslichkeit der EiweiBkérper in 
konzentrierten Neutralsalzlésungen in vielen Fallen der empirischen 


Beziehung 
log S = B — K,.u. 


S ist die Léslichkeit des Proteins in einer Salzlésung der Ionenstarke 1, 
B die Léslichkeit in dem salzfreien Lésungsmittel; K, ist die sogenannte 
Aussalzungskonstante, deren Wert fiir jedes Protein und jedes Salz 
ein anderer ist. Die Léslichkeit ist also eine lineare Funktion der Salz- 


1 Es sei nachtraglich auch noch auf eine Arbeit von Br. Jirgensons (2) 
hingewiesen, der EiweiSlésungen mit verschiedenen Mengen von Alkohol, 
mit und ohne Salzzusatz, versetzt und aus den sich ergebenden Triibungen 
(Zonenbildung) ersehen kann, ob das geléste Eiwei®S einheitlich ist. 
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konzentration ; sie stellt eine Gerade mit dem Neigungswinkel K, dar. 
Sind in einer EiweiBlésung verschiedene Proteine (mit verschiedenem K,) 
enthalten, so miissen die Werte von log S auf verschiedenen sich schnei- 
denden Geraden liegen. Es ist allerdings zu erwarten, daB die Knick- 
punkte unscharf sind, denn eine vollstandige Trennung mehrerer EiweiB- 
kérper durch Aussalzung wird in den meisten Fallen unméglich sein. 


In neuerer Zeit wurden verschiedentlich solche Léslichkeitskurven 
bestimmt, besonders von Plasma und Serum. Im folgenden seien die Er- 
gebnisse kurz erwahnt: 

Butler und Montgomery (4) untersuchten die Aussalzung von Menschen- 
und Pferdeplasma. Sie fallten mit einem Gemisch von prim. und sek. 
Kaliumphosphat (px 6,5) in etwa 30 verschiedenen Konzentrationen und 
verfolgten die Léslichkeitserniedrigung an Hand des EiweiB-N, der in 
Lésung bleibt. log S als Funktion der Phosphatkonzentration aufgetragen, 
ergab im Falle des menschlichen Plasmas deutlich drei Gerade, die den 
Fraktionen Fibrinogen, Globulin und Albumin entsprechen. Kydd (5) 
arbeitete mit gleicher Methodik und konnte die Ergebnisse bestatigen. 
Im Serum von Kranken mit multiplem Myelom konnte er einen Knickpunkt 
mehr beobachten, der die Anwesenheit von Bence-Jones-Protein im Serum 
ergibt. In neuester Zeit haben Wuhrmann und Leuthardt (6) die Methode 
zu klinischen Fragestellungen herangezogen. Auch sie bestatigten die 
Befunde von Butler und Montgomery fiir das normale menschliche Plasma. 
Sie tragen in ihren Kurven nur die Léslichkeit S auf, nicht log S; den 
Geraden der logarithmischen Funktion entsprechen also exponentiell ab- 
fallende Aste. Die Trennung in Fraktionen tritt auf diese Weise ebenso 
deutlich hervor. 


A. Roche und Mitarbeiter (7) haben mit Ammonsulfat gefallt. Ent- 
sprechend den Ergebnissen mit Kaliumphosphat ergab die Aussalzungskurve 
des menschlichen Serums nur einen Knickpunkt (Albumin und Globulin), 
diejenige des Pferdeserums zwei Knickpunkte (Eu- und Pseudoglobulin, 
Albumin). Der Punkt, der das Ende der Globulinfallung und den Beginn 
der Albuminfallung anzeigt, liegt allerdings bei 60 % Ammonsulfatsaéttigung, 
nicht bei Halbsattigung!. A. Roche und Mitarbeiter stellten auch kiinstlich 
Mischungen von Albumin und Globulin her, und es zeigte sich die bekannte 
Tatsache, daB die Scheidung in die Fraktionen verschieden ausfallt, je nach 
der Konzentration der EiweiSlésung. Nach diesen Versuchen fallt in 
konzentrierten EiweiBlésungen Albumin schon vor Ammonsulfathalb- 
sattigung mit dem Globulin aus, und in der Aussalzungskurve entspricht 
der Knickpunkt nicht dem Verhaltnis der Mischung. Dies unterstreicht die 
Ansicht, daB durch Aussalzung keine vollstandige Trennung von ,,Frak- 
tionen“ zu erreichen ist, und laBt ermessen, wie labile Begriffe die gelaufigen 
SerumeiweiBfraktionen sind. Diese Tatsachen sind nicht neu, aber eine 
Wiederholung kann nicht schaden, da man noch allzu haufig die einzelnen 
Fraktionen als mehr oder weniger definierte chemische Individuen be- 
trachtet findet. An Normalseren erhielten A. Roche und Mitarbeiter sehr 
gut tibereinstimmende Aussalzungskurven, wahrend in pathologischen 


1 P, Ruszczynski, hat schon 1924 (8), allerdings nicht mit einer genau 
quantitativen Methode, im menschlichen Serum einen Knickpunkt bei 
55 bis 65% Ammonsulfatsattigung festgestellt. 
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Fallen (studiert wurde die arterielle Hypertension) die Verhaltnisse uniiber- 
sichtlich wurden. Es traten groBe individuelle Unterschiede auf. Die 
Léslichkeit in konzentrierten Ammonsulfatlésungen folgte nicht der ein- 
fachen Beziehung von E. J. Cohn. 


Kuhn und Desnuelle (9) wandten die Methode von E.J.Cohn zur 
Reinheitsbestimmung des gelben Ferments an (gerade Linie im log S- 
Diagramm). Sie verfolgten die Ausfallung an Hand von N-Bestimmungen 
und kolorimetrisch mit dem Stufenphotometer. Wie wir friiher schon 
erwahnten, haben wir auch versucht, in den gelb-braunlich gefarbten Leber- 
ausziigen die fortschreitende Aussalzung kolorimetrisch zu verfolgen. Da 
jedoch kein eigentliches Chromoproteid, sondern ein komplexes Farbstoff- 
gemisch vorliegt, deren einzelne Komponenten von den ausgesalzenen 
Proteinen in uniibersehbarer Weise mitgerissen werden, kamen wir zu 
keinem verniinftigen Ergebnis. 


Unseres Wissens wurden Léslichkeitskurven von OrganeiweiB nie 
aufgenommen. Urban (10) wies auf das Interesse einer solchen Arbeit 
im Falle des LebereiweiBes hin. 


Methodik. 


Es wurden die blutfrei gespiilten Lebern von normalen Meerschweinchen 
untersucht. Den Leberauszug stellten wir in der gleichen Weise wie friiher 
her(1). Als Extraktionsfliissigkeit diente m/30 Boratpuffer vom px etwa 9,5 
mit 0,3 mol. Kaliumrhodanid. Auf 5g Leber wurden davon 150 ccm ge- 
nommen. Nach dem Filtrieren mu8 der Extrakt umgeschwenkt werden, 
da die Proteinkonzentration sich mit,der Zeit im Laufe des Filtrierens 
etwas andert. 


Von dem véllig klaren Extrakt (px um 9) wurden je 3 ccm in Reagens- 
glaser gegeben, Wasser und hierauf aus einer genauen Biirette abgestufte 
Mengen gesattigte Ammonsulfatlésung zugesetzt, so daB das Gesamt- 
volumen stets 10 cem betrug. Das px der einzelnen Gemische ist infolge 
der geringen Pufferung nicht ganz konstant. Nach Butler, Blatt und 
Southgate (12) hat jedoch das py in nicht zu, weiten Grenzen keinen 
Einflu8 auf die Konstante K,. (Untersucht an Pferdeplasma bei pu zwischen 
5,4 und 7,7.) Die Salzmengen wurden so gewahlt, daB eine Reihe von 
0 bis 70% Sattigung an Ammonsulfat entstand, mit 15 bzw. spater mit 
24 Einzelwerten. Sofort nach Zugabe des Ammonsulfats wurde jedes 
Réhrechen sorgfailtig viermal hin und her geschwenkt. 1 Stunde! nach 
Fertigstellung der ganzen Reihe (Stehen bei Zimmertemperatur, 20°) wurde 
durch harte Filter filtriert. In je 5 cem des wasserklaren Filtrats bestimmten 
wir den Eiwei8stickstoff nach Roche und Marquet (13). Statt das mit 
Tannin-Essigsaure ausgefillte Eiwei8 abzufiltrieren und zusammen mit dem 
Filter in einen Kjeldahl-Kolben zu bringen, wurde es nach dreimaligem 
Waschen und Zentrifugieren im selben Rohr (bis zur N H,-Abwesenheit) 
in verdiinnter Natronlauge gelést und quantitativ in einen Veraschungs- 
kolben gespiilt. Es hat sich als wichtig erwiesen, die Aussalzung stets in 
streng gleicher Weise auszufiihren, etwa nicht das Ammonsulfat vor dem 
Wasser zuzugeben. 


1 Diese Zeit ist zur Einstellung eines Gleichgewichtes recht kurz; wir 
wiahlten sie nicht langer mit Riicksicht auf die Labilitat des LebereiweiBes. 
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a Abb. 1 und 2 zeigen zwei typische Kurven, wie wir sie bei 8 von 9 
verschiedenen Lebern erhielten. Auf der Abszisse ist die Sattigung an 
Ammonsulfat in % aufgetragen, auf der Ordinate links die Léslichkeit 
in %, rechts log S. Man erkennt aus der Léslichkeitskurve, wie labil 










































































J. die LebereiweiBkérper sich gegeniiber der Aussalzung verhalten: Bei 
n Fiinftelsittigung ist bereits die Hialfte der léslichen Leberproteine 
mn gefallt, bei Drittelsittigung etwa zwei Drittel; bei Ammonsulfathalb- 
if sittigung bleiben nur noch etwa 15°% des EiweiBes in Lésung. Diese 
f. leichte Aussalzbarkeit ist schon lange bekannt ; friihere Autoren sprachen 
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BS 
ch von 10 bis 40% ,,Albumin“. Bei 70°, Sattigung ist noch nicht ganz 
le alles EiweiB ausgefallt; es bleiben meist noch etwa 5°, vom gesamten 
ns léslichen Lebereiwei8 in Lésung. Die Kurve weiter zu bestimmen, 
} . . . . . : . 
a hat wegen der Ungenauigkeit bei diesen kleinen Mengen keinen Sinn. 
m An der Léslichkeitskurve kann man nicht mehrere exponentiell 
t) abfallende Aste unterscheiden, wie dies von den Untersuchungen am 
nad Serum her bekannt ist. Entsprechend wird die log S-Kurve auch nicht 
re von zwei oder mehreren sich schneidenden Geraden gebildet. In der 

S-Kurve ist das Stiick zwischen etwa 20 und 55% Salzsattigung in 
allen Fallen fast eine Gerade. Man kann sich vorstellen, daB sie aus 

ir einer groBen Zahl kleiner exponentieller Kurvenstiickchen gebildet 
Ss. wird. Das wiirde heiBen, daB die Eiwei8kérper eines Leberauszuges 
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ein polydisperses System darstellen. Zu diesem Schlusse waren 
wir auch bei den nephelometrischen Untersuchungen gekommen. Es 
lieBe sich auch die Méglichkeit diskutieren, daB das geléste LebereiweiB 
einen einzigen, einheitlichen, komplizierten Proteinkérper darstellt, 
der der Cohnschen Beziehung nicht gut folgt. Wir halten dies jedoch 
aus biologischen Griinden und wegen der mit dem Nephelometer ge- 
machten Erfahrungen fiir sehr unwahrscheinlich. Es ware aber inter- 
essant, die Frage einmal mit der Ultrazentrifuge zu priifen. 
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Abb. 3. Abb. 4. 


Um die Fehlerméglichkeiten bei der Bestimmung der Léslichkeits- 
kurven von so komplizierten Proteingemischen wie OrganeiweiB dar- 
zulegen, geben wir in Abb.3 und 4 je einen Doppelversuch. Die 
beiden Kurven jeder Abbildung wurden in peinlich genau gleicher Weise 
an zwei aufeinanderfolgenden Tagen bestimmt; der Extrakt war bei 0° 
aufbewahrt worden. In Abb. 3 stimmen die Kurven recht gut iiberein. 
Man sieht, daB Punkte, die neben eine gleichmaBig abfallende Linie 
fallen, sich korrigieren, daB man also aus diesen kleinen Abweichungen 
niemals auf die Existenz von Fraktionen schlieBen kann. In Abb. 4 
sind die beiden Kurven recht stark gegeneinander verschoben, wobei 
aber die einzelnen Punkte einer jeden nicht stark streuen. Sie um- 
schreiben ziemlich genau den Bereich, in welchem alle Kurvenpunkte 
von 8 Versuchen liegen; ganz selten fiel ein Punkt auBerhalb. Woher 
diese Verschiebung der Werte im selben Sinne bei Verwendung ein und 
desselben Extraktes riihrt, ist unklar; besonders merkwiirdig ist, daB 
die einen Tag spaiter bestimmten Werte im Sinne schwererer Fallbarkeit 
liegen. Das umgekehrte Verhalten ware als Folge einer rasch fort- 
schreitenden Denaturierung erklarlich gewesen. Man kommt zu der 
Vorstellung, daB die LebereiweiBkérper ein so labiles System darstellen, 
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daB geringe, unkontrollierbare, unbekannte Faktoren in der Ausfiihrung 
der Aussalzung zu diesen Unterschieden fiihren kénnen. Dies wundert 
nicht, wenn man bedenkt, mit welchen Schwierigkeiten eine genaue 
Definierung der Léslichkeit der EiweiBkérper zu kimpfen hat. Wir 
méchten nur auf die fast etwas grotesk anmutende Definition der 
Léslichkeit des Caseins in verdiinnter Salzsiure von Linderstrém-Lang 
und Kodama hinweisen (14). Daher ist HL. Abderhalden unbedingt bei- 
zupflichten, wenn er die OrganeiweiB-,, Fraktionen“ fiir unreproduzierbar 
halt. 

Zusammenfassend kann man sagen, daB unsere Léslichkeitskurven, 
abgesehen von gelegentlichen Fehlpunkten, eine gleichmaBig abfallende 
Linie bilden. Man geht also wohl nicht fehl, wenn man das geléste 
LebereiweiB als polydispers bezeichnet. Auf jeden Fall ist bei nor- 
malen Lebern fiir die Abtrennung gewisser Einzelfraktionen kein 
Anhaltspunkt gegeben. Dies bestatigt die Ergebnisse der nephelometri- 
schen Untersuchungen. 

Wir sind zur Zeit mit der Untersuchung von pathologischen Zustanden 


beschaftigt, speziell von Lebern von Meerschweinchen, die mit einem 
Toxin (Diphtherie-, Dicktoxin) vorbehandelt wurden. 
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Uber die Gerinnung des Blutes. 
IV. Mitteilung: 
Uber Thrombin. 
Vor. 
H. Dyekerhoff, H. Miehler und R. Steiner. 
(Aus dem Pathologischen Institut der Universitat Miinchen.) 


(Eingegangen am 18. Mai 1938.) 


Die Unwirksamkeit des Gerinnungsferments im intakten GefaB- 
system fiihrte zu der heute fast allgemein herrschenden Vorstellung, 
daB in der Blutfliissigkeit nur das inaktive Proferment des Thrombins, 


das Prothrombin, vorkommt, wahrend sein Aktivator, die Thrombo- 


kinase, in den meisten geformten Blutelementen wie auch in vielen 
Geweben gefunden wird. 

Nach der klassischen Blutgerinnungslehre bildet sich beim Zu- 
sammentreffen von Prothrombin und Thrombokinase unter Mitwirkung 
von Calciumionen aktives Thrombin. DaB Kalk das Blutgerinnungs- 
geschehen nur indirekt und unspezifisch zu beeinflussen vermag, konnte 
in einer friiheren Mitteilung! nachgewiesen werden. In dieser Arbeit 
haben wir nur die Funktionen untersticht, die das Prothrombin bei der 
Blutgerinnung zu erfiillen hat. 

Wenn Thrombokinase auf katalytischem Wege Prothrombinin Throm- 
bin verwandelt, so muB, eine geniigend lange Einwirkungsdauer voraus- 
gesetzt, die gebildete Thrombinmenge weitgehend von derMenge der zuge- 
setzten Thrombokinase unabhangig sein. Solange dasdurch die vorhandene 
Prothrombinmenge gegebene Aktivitaétsmaximum in einem Gerinnungs- 
systém noch nicht erreicht ist, muB man weitgehende Proportionalitat 
zwischen zugesetzter Kinase- und gebildeter Fermentmenge finden. Dieser 
Befund spricht gegen eine katalytische Funktion der Thrombokinase 
bei der Thrombinbildung. 

Tritt die Thrombokinase aber stofflich in das Thrombinmolekiil 
ein, so muB es ebenso viele Blutgerinnungsfermente geben, wie man 
Thrombokinasen annimmt. Fast alle aus tierischen Zellen hergestellten 
Extrakte haben Thrombokinasewirkung. Es ware denkbar, daB eine 
allen tierischen Geweben gemeinsame Substanz als Thrombokinase 
wirksam ist. Dies ist sogar nicht unwahrscheinlich, wenn man die 
Thrombokinase als Lipoid oder Lipoid-EiweiB-Komplex betrachtet. 
Allerdings miiBte sich in diesem Falle der durch das Ausgangsmaterial 


1 H. Dyckerhoff, R. Steiner u. H. Miehler, diese Zeitschr. 297, 1, 1938. 
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bedingte Unterschied in der Thrombokinasekonzentration der Extrakte 
durch Variation der dem Prothrombin zugesetzten Extraktmengen 
ausgleichen lassen. Unabhangig von der Herkunft der Thrombokinase 
miiBte sich in einer Prothrombinlésung mit jeder Thrombokinase- 
bereitung die gleiche maximale Thrombinmenge bilden lassen. Dies 
ist jedoch, wie der eine von uns! nachweisen konnte, nicht der Fall. 
Es ist daher sehr unwahrscheinlich, daB sich Thrombin durch chemische 
oder adsorptive Vereinigung von Thrombokinase und Prothrombin 
bildet. 


Es ist natiirlich erstrebenswert, die Frage nach dem intravasalen 
Zustand der Komponenten des Blutgerinnungssystems an Plasmen 
zu priifen, die méglichst wenig verandert wurden. Es gelingt, Blut 
durch Auffangen in paraffinierten, gekiihlten GefaiBen so lange fliissig 
zu erhalten, bis die Zellbestandteile entfernt wurden. Das resultierende 
Plasma bleibt in der Kalte oft tagelang ungeronnen. In derartigen 
Plasmen rufen aber die heterogensten Substanzen Gerinnung hervor. 
Selbst mechanische Einfliisse kénnen die Fibrinbildung auslésen. Ihrer 
groBen Labilitét wegen sind derartige Systeme zur Aufkliérung der 
Wirksamkeit der spezifischen Komponenten des Gerinnungssystems 
vollig ungeeignet. Die haufige Verwendung dieser Substanzen zum 
Thrombokinasetest hat viel zur Entstehung der Unklarheit beigetragen, 
die heute das Gebiet der Blutgerinnung kennzeichnet. 


Die Betrachtung der vom eigentlichen GerinnungsprozeB ab- 
getrennten Prothrombin-Thrombinumwandlung, die EH. Wéhlisch? als 
, isolierte erste Phase der Blutgerinnung“ bezeichnet, sollte geeignet 
sein, zur Klarung der Funktionen des Prothrombins wesentlich bei- 
zutragen. Wahrend W.H. Howell® aus Oxalatplasma Prothrombin- 
praparate herstellt, die sich allein durch Kalk in Thrombin verwandeln 
lassen, woraus er auf die Entbehrlichkeit der Thrombokinase bei der 
Thrombinbildung schlieBt, findet J. Mellanby* im Vogelplasma ein 
Prothrombin, welches mit Kalk nur sehr schwach (er fiihrt diesen Effekt 
auf Spuren beigemengter Kinase zuriick), mit Thrombokinase aber 
gut aktivierbar ist. Auch aus der Betrachtung der isolierten ersten 
Phase der Blutgerinnung lassen sich demnach eindeutige Schliisse 
iiber die Funktionen des Prothrombins nicht ziehen. 


Die Beobachtung des Verhaltens von Serum scheint uns vor allen 
Dingen geeignet, zur Klarung der Wirkungsweise beizutragen. Sera 
enthalten Thrombin neben Prothrombin, dessen Anwesenheit ‘aus der 


1 H. Dyckerhoff u. H.F. Kiirten, diese Zeitschr. 284, 111, 1936. — 
2 E. Wohlisch, Ergebn. d. Physiol. 28, 1, 443, 1929. — *® W. H. Howell, 
Amer. J. Physiol. 35, 474, 1914. 4 J. Mellanby, J. of Physiol. 38, 28, 
1909. 
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Aktivierbarkeit der Sera durch Thrombokinase hervorgeht. Der Pro- 
thrombingehalt schlieBt die Anwesenheit von Thrombokinase aus, da 
ja ungefahr 10 mg-% Calcium zugegen sind. 

Wir haben nun Sera mit Aceton gefallt und den Niederschlag ge- 
trocknet. Die im Trockenpraparat enthaltene Thrombinmenge iiber- 
steigt die des Serums stets um ein Vielfaches. Da die Abwesenheit 
von Thrombokinase im Serum von der herrschenden Blutgerinnungs- 
theorie gefordert wird, liegt hier eine Thrombinbildung ohne Beteiligung 
von Thrombokinase vor. Dieses Versuchsergebnis zeigt, daB im Serum 
der gréBte Teil des vorhandenen Thrombins gehemmt ist. 

Durch Bestimmung der Gerinnungskraft von Serum mit und ohne 
Kinasezusatz kann man den Aktivitaétsgrad ermitteln. Er iibersteigt 
selten 25°%. Der Aktivitétsgrad der Serumtrockenpraparate liegt stets 
nahe an 100 %, ebenso die Fermentausbeute, wenn man der Berechnung 
die Gerinnungskraft zugrunde legt, die das mit Thrombokinase aktivierte 
Serum besitzt. Die Acetonfallung befreit demnach den im Serum 
unwirksamen, durch Thrombokinase aktivierbaren Thrombinbruchteil 
von seinen Hemmungskérpern. ~ 

Wir sind der Ansicht, daB nur an der bisher unbekannten Ent- 
stehungsstelle des Thrombins Vorstufen des Ferments vorhanden sind, 
aus denen der Organismus an der Bildungsstitte aktives Thrombin 
aufbaut. Die Existenz eines Prothrombins im Sinne der klassischen 
Blutgerinnungslehre halten wir fiir sehr unwahrscheinlich. 

In gleicher Weise wie das fertig gebildete Pankreastrypsin! in der 
Driise und im Sekret durch ein System von Hemmungskérpern un- 
wirksam erhalten wird, bis die hemmenden Substanzen entfernt oder 
zerstért werden, so kommt in der Blutbahn fertig gebildetes Thrombin 
vor, dessen Wirksamkeit hemmende Begleitstoffe verhindern. Die unter- 
schiedlichsten Substanzen sind befahigt, das Hemmungssystem ganz 
oder teilweise auszuschalten und so als Thrombokinasen zu wirken®. 
Diese Auffassung gibt eine verstaindliche Erklarung fiir viele in der 
Literatur mitgeteilte Beobachtungen, die nach der klassischen Blut- 
gerinnungslehre vollig unverstandlich bleiben. 


[Experimenteller Teil. 
Einwirkung von Thrombokinase auf Serum. 
Das Serum gewannen wir durch Recalcifizieren von Rinderoxalat- 
plasma. Unsere Fibrinogenlésungen waren nach der Vorschrift von 
P. Bordet® hergestellt. 


1 H. Dyckerhoff, H. Miehler u. V. Tadsan, diese Zeitschr. 268, 17, 1934. 
— ® H. Dyckerhoff, W.v. Behm, N.Goosens u. H. Miehler, ebenda 288, 
271, 1936. — * P. Bordet, C. H. Soe. Biol. Paris 83, 576, 1920. 








~Orst =«e 





-ro- 


ge- 
ber- 


heit 
igs- 
ung 
‘um 


hne 
pigt 
tets 
ung 
arte 
‘um 
teil 


int- 
nd, 
bin 
hen 


der 
un- 
der 
bin 
ter- 
anz 
n 2, 
der 
lut- 


lat- 
von 


134. 
88, 





Uber die Gerinnung des Blutes. IV. 345 


Die Versuche wurden bei 37° durchgefiihrt. Stets wurde 1 eem Fibri- 
nogenlésung mit 1 mg Calciumion und 0,1 cem Serum versetzt und die in 
Tabelle I angegebene Menge Lungen- oder Hirnextrakt (frische Lunge bzw. 
Hirn mit dem zehnfachen Gewicht physiologischer Kochsalzlésung extra- 
hiert) zugegeben. Mit Calcium allein gerann das Fibrinogen nicht. Die 
Gerinnungszeit bei Zusatz von 0,l ccm Serum und 1 mg Calcium betrug 
23 Minuten. 


Tabelle I. Aktivierung von Serum durch Thrombokinase. 














Gerinnungszeit in Min. und Sek. Gerinnungszeit in Min. und Sek. 

bei Zusatz von bei Zusatz von 
ecm Lungenextrakt Hodenextrakt ecm Lungenextrakt Hodenextrakt 
0,6 BR gs 2’ 80” 0,05 3’ 56" 10’ 10” 
0,4 1 10 2 35 0,025 10 10 16 
0,2 1 40 3 20 0,01 14 25 22 
0,1 3 05 5 26 0,005 22 30 | 22 40 
0,075 4 10 7 10 


Tabelle I zeigt, daB zwischen der zugesetzten Thrombokinase- 
menge und der gemessenen Gerinnungszeit unter 0,2 cem Kinasezusatz 
weitgehende Proportionalitét besteht. AuBerdem sieht man, daB die 
mit Lungenextrakt erreichbare kiirzeste Gerinnungszeit mit Hoden- 
extrakt nicht zu erreichen ist. Die mit Hirnextrakt erreichbare kiirzeste 
Gerinnungszeit betrug bei diesem Serum 6'/, Minuten. 


Féllung von Serum. 


Aus geschlagenem Schlachthof-Rinderblut wurde durch Zentri- 
fugieren Serum hergestellt. Nach etwa einer halben Stunde Altern 
ergaben 0,25 ccm dieses Serums gegeniiber verdiinntem Magnesium- 
sulfatplasma! eine Gerinnungszeit von 6 Minuten, bei Zusatz von 1 mg 
Calcium eine solche von 3 Minuten. Das im Augenblick der Bestimmung 
durch Acetonfallung gewonnene Trockenpraparat (1 ccm Serum ergab 
64 mg) zeigte mit 4mg Calcium eine Gerinnungszeit von 6 Minuten gegen- 
tiber dem gleichen Magnesiumsulfatplasma. Calciumaktivierbar war das 
Trockenpraparat nicht. Das entspricht einer Fermentausbeute von 400 
bzw. 200 %, je nachdem man den Wert mit oder ohne Calcium des Serums 
der Rechnung zugrunde legt. Wir haben das gleiche Plasma 2 Tage 
altern lassen, wodurch der Thrombingehalt des Serums auf 0,25 ccm 
= 8 Minuten absank. Die Acetonfallung ergab 300 °/, Thrombinausbeute. 
Im vorigen haben wir Werte angegeben, die in unseren Versuchen 
haufig unter- und iiberschritten wurden. 

Die folgende Tabelle II gibt Durchschnittswerte, wie sie bei der 
Fallung und Aktivierung von Seren, die durch Recalcifizieren von 


1 H. Dyckerhoff u. H. F. Kiirten, diese Zeitschr. 284, 111, 1936. 
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Rinderoxalatplasma gewonnen worden waren, erhalten wurden. Als Sub- 
strat diente Fibrinogenlésung nach P. Bordet (1. c.), der Versuchsansatz 
entsprach dem der Tabelle I. Als Thrombokinase wurde ein wie bei 
Tabelle I gewonnener Lungenextrakt verwendet. Allen Versuchen 
wurde | mg Calciumion zugesetzt. Die Trockenpraparate wurden durch 
Acetonfaillung gewonnen. Zur Bestimmung wurde 0,1 ccm Serum 
bzw. 1 mg Trockenpraparat verwendet. 


Tabelle II. Fallung und Aktivierung von durch Recalcifizieren 
von Oxalatplasma gewonnenem Serum. 














| Gerinnungszeit der Serumfillung Aktivi-| Aus- Fermentausbeute in 9/9 
mit Lungen- tatsgrad beute 
| extrakt Ol» mg/cem 
Serum, fliissig 6' 50" 3p" 22 — _ 
»  trocken 7 50 7 30 96 65 610 








mit Lungen- 
extrakt 


|| ohne Zusatz 


ohne Zusatz 





Tabelle II zeigt, daB das zur Fallung verwendete Serum sehr stark 
durch Lungenextrakt aktivierbar ist, das Trockenpraparat dagegen 
eine hohe Eigenaktivitat besitzt. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die zur Ver- 
fiigung gestellten Mittel, die die Durchfiihrung dieser Arbeit erméglichten, 
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Beitrag zur. enzymatischen Oxydoreduktion 
zwischen Glycerinphosphorsaure und Brenztraubensaure. 
Kann £-Glycerinphosphorsiure die a-Glycerinphosphorsiure ersetzen ? 
Von 
Tokusuke Goda (Tokio). 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
medizinische Forschung in Heidelberg.) 


(Eingegangen am 25, Mai 1938.) 


Gegeniiber der Oxydoreduktion zwischen Triosephosphorsaure und 
Brenztraubensaure! spielt diejenige zwischen «-Glycerinphosphorsaure 
und Brenztraubensaure? bei der Milchséurebildung des Muskels eine 
quantitativ geringere Rolle, jedoch ist sie aus verschiedenen Griinden 
interessant. Sie beweist, daB die Cozymase ebensowohl die Oxydation 
von «-Glycerinphosphorsaure in Dioxyacetonphosphorsaure wie diejenige 
von Glycerinaldehydphosphorsaure in d (3)- Phosphoglycerinsaure herbei- 
fiihren kann. Nach den Befunden von Fischer und Baer* sowie Kiessling 
und Schuster* fiihrt die Oxydation der «-Glycerinphosphorsaure zur 
Dioxyacetonphosphorsaéure, wahrend die Phosphoglycerinsdure sich 
von der Aldotriose ableitet; die beiden Trioseester sind aber durch 
eine Isomerisierungsreaktion® miteinander verbunden. Schon die 
friiheren Versuche hatten ergeben, daB eine meBbare Milchséurebildung 
nur mit «-Glycerinphosphorsaure, nicht mit $-Glycerinphosphorsiure 
gelingt®. Immerhin schien es bei der Empfindlichkeit der in Frage 
stehenden Fermente méglich, daB unter giinstigen Bedingungen doch 
eine Umwandlung von f-Glycerinphosphorsaure erzielbar ist. Dies habe ich 
auf Vorschlag von Herrn Prof. Meyerhof gepriift, weil kiirzlich J. K. 
Parnas, W. Mejbaum und B. Sobczuk*? angaben, daB in phlorrhizin- 
vergiftetem Froschmuskelbrei eine umfangreichere Reduktion der Brenz- 
traubensdure mit $-Glycerinphosphorsaure als mit der «-Saure statt- 
findet. Dies soll sich nach den Autoren dadurch erklaren, daB die 
B-Saure auf dem Wege iiber 2-Glycerinaldehydphosphorsaure direkt 
in 2-Phosphoglycerinsaure iiberginge. LaBt man die Unwahrscheinlich- 


1 0, Meyerhofu. W. Kiessling, diese Zeitschr. 288, 83, 1935. — 20. Meyer- 
hof u. D. McEachern, ebenda 260, 417, 1933; O. Meyerhof u. W. Kiessling, 
ebenda 264, 40, 1933; vgl. auch Embden, Deuticke u. Kraft, Klin. Wochenschr. 
1933, S. 213. — * H.O. L. Fischer u. E. Baer, Naturwiss. 25, 588, 1937. — 
4 W. Kiessling u. Ph. Schuster, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 71, 123, 1938. — 
5 O. Meyerhof u. W. Kiessling, diese Zeitschr. 279, 40, 1935. — ® O. Meyer- 
hof u. D. McEachern, a. a. O., vgl. 8. 445. — 7 C.r. Soe. Biol. 122, 1148, 
1936. 
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keit dieser Deutung angesichts der raschen Einstellung des Gleich- 


gewichts 3-Phosphoglycerinsiure = 2-Phosphoglycerinséure und des 


Umstandes, da die Cozymase sonst nur 3-Phosphorsaureester angreift, 
beiseite, so ist vor allem hervorzuheben, das die Oxydoreduktion 
zwischen Brenztraubensdure und -Glycerinphosphorsiure von den 


Autoren nicht direkt nachgewiesen, sondern aus der Hemmung der 


Ammoniakabspaltung in diesem System erschlossen ist. 

Ich habe daher zwei Fragen untersucht: 

La&t sich unter Bedingungen, unter denen eine deutliche Oxydo- 
reduktion zwischen «-Glycerinphosphorsiure und Brenztraubensaure 
erfolgt, auch eine solche mit $-Glycerinphosphorsaure erzielen ? 

Welche Beziehungen bestehen in zerkleinerter Muskulatur zwischen 
der Ammoniakbildung und der Milchsaurebildung, speziell in Gegen- 
wart von «- und f#-Glycerinphosphorsaure ? 


Methoden. 


Als «-Glycerinphosphorséure benutzte ich das Calcium glycerino- 
phosphoricum D. A. B. 6 von Merck, als B-Verbindung ein speziell von 
der Firma geliefertes Natriumsalz, Der Gehalt des 6-Salzes an der 
«-Komponente wurde nach der Methode von Fleury! gepriift und ergab 
nur 0,2%. Die Brenztraubenséure wurde nach der Methode von 
Fromageot titriert?. p 

Die iibrigen Bestimmungsmethoden waren die in diesem Institut 
iiblichen. Es wurde nur frisch hergestellter Muskelextrakt vom Frosch 
oder Kaninchen verwendet, da nach friiheren Erfahrungen altere Ex- 
trakte und solche aus Acetonpulver «-Glycerinphosphorsaure schlechter 
angreifen. Der Muskelbrei wurde in der iiblichen Weise hergestellt und 
in Phosphatpuffer (m/20, px 7,4) suspendiert. 

1. Die Oxydoreduktionsversuche, die mit Froschmuskelextrakt, 
Kaninchenmuskelextrakt bei 20 und 37° sowie mit Muskelbrei angestellt 


wurden, hatten ein véllig eindeutiges Ergebnis. In allen Fallen, wo eine [ 


starkere Oxydoreduktion zwischen Brenztraubenséure und «-Glycerin- 
phosphorsaure stattfand, gelang auch eine solche mit 8-Glycerinphosphor- 


siure, aber nur im Umfang von /, bis '/, der ersteren. Dabei gilt inner- [ 


halb der fiir diese verhaltnismaBig kleinen Ausschlige nicht sehr groBen 
Genauigkeit die friiher fiir «-Glycerinphosphorséure gefundene Regel: 
In Abwesenheit von Fluorid verschwindet weniger Brenztraubensaure 
als Milchséure entsteht, im Grenzfall halb so viel, in Gegenwart von 
Fluorid sind beide etwa gleich. Dies erklart sich daraus, da im letzteren 
Fall das der Milchsiure entsprechende Oxydationsiquivalent der Phos- 
phoglycerinsaure liegen bleibt, im ersteren Fall weiter reagiert und dabei 


1 Fleury u. Paris, C. r. Acad. Sciences 196, 1416, 1933. — ? Fromageot 
u. Desnuelle, diese Zeitschr. 279, 174, 1935. 
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neue Brenztraubensaure bildet. Die -Glycerinphosphorsiure wird 
danach, wenn auch nur in geringem Umfang, ebenfalls zu Phospho- 
glycerinsaure. Im folgenden sind zwei Versuche mit Froschmuskel- 
extrakt (Tabelle I), ein Versuch mit Kaninchenmuskelextrakt (Ta- 
belle II) und ein Versuch mit zerschnittener Kaninchenmuskulatur 
(Tabelle III) wiedergegeben. 


Tabelle I. Milchsaurebildung und Brenztraubensaureschwund in 
frischem Froschmuskelextrakt unter Zusatz von «a- bzw. 
£-Glycerinphosphorsaure und Brenztraubensaure. 

Je 5ecm Extrakt + leem 2,6%ig. NaHCO, in N, mit 5% CO, bei 20°. 

Versuchsdauer 3 Stunden. 


Zusitze 





Versuch 1 Versuch 2 





| Milch- Milch- 
} diure- aure- 
An-,| mg P.O; | mg P,O; mg i Brenz- bildung Brenz- bildung 
satz | «-Glycerin- 3-Glycerin- | Brenz- 10-2 n || trauben- iiber trauben- fiber 
| phosphor- | phosphor- | trauben-| NaF || siure- | xontroll- || siéure- Kontroll- 
siure siiure siure || schwund ansatz schwund ansatz 
Nr. mg mg mg | mg 
| | 
1 17,6 | (+ 0,2) + 0,1 0,5 
2 80 | | 17,6 4,2 5,7 | 4,4 7,8 
3 8,0 | 17,6 2 71 46 9,0 7,0 
4 | 80 | 176 04 | 22 10 | 23 
5 | 8,0 17,6 2 2,4 19 | 34 1,5 


Tabelle II. Versuch 3. 
Milchsaéurebildung in frischem Kaninchenmuskelextrakt. 


Ansiatze wie bei Tabelle I. Milchséurebildung (im Kontrollansatz) ohne 
Zusitze: nech 1 Stunde 0,7 mg, nach 4 Stunden 1,5 mg. 











Zusiitze Nach 1 Std. Nach 4 Std. 

| | I Milch- | Mileh- 
An- mg P,0; mg P,0; | mg | Brenz- bildeng Brenz- bildung 
satz | «-Glycerin- #-Glycerin-| Brenz- 10-2n_ trauben- iiber | trauben- | — gher 

| phosphor- | phosphor- trauben-| NaF siiure- Kontroll- siure- Kontroll- 

|| gséure | siure | séure schwund ansatz schwun ansatz 
Nr. | | mg mg | mg mg 
1 10 0,3 
2 10 0,3 | 
3 17,6 | 0,5 | 0,4 
4 10 17,6 2,2 42 || 4,3 9,6 
5 10 17,6 2 3,6 40 | 68 6.5 
6 | 10 17,6 0,8 12 | 20 3,1 
7 10 17,6 2 1,8 0,8 4,5 2,3 


In Versuch Nr. 4, Tabelle III, mit zerschnittener Muskulatur, wo 
die spontane Milchsiurebildung des praformierten Kohlenhydrats 
natiirlich gréBer war als im Muskelextrakt, war mit 2.10-?n NaF 
die aus der Oxydoreduktion zwischen Brenztraubensaure und «-Glycerin- 
phosphorsaure resultierende Milchsaéurebildung starker gehemmt als in 
den Extraktversuchen. Zieht man hier iiberall die spontan gebildete 
Milchsiure ab (Ansatz 1), so ergibt sich besonders deutlich, daB mit 
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Tabelle III. Versuch 4. 
Milchsaurebildung in zerschnittener Kaninchenmuskulatur. 
1,5 g Muskel in 7 ccm Phosphatlésung. 








Nach 1 Std. Nach 3 Std. 








Zusiitze 
An- mgP,0, mg P.0, _ mg | ih | oo.) a 
satz «-Glycerin- | 3-Glycerin-| Brenz- | 10-2n) ginre. | sdure- siure- | _Sdure- 
phosphor- phosphor- trauben-| NaF | gehwundg | bildung schwund | bildung 

‘ sdure siure siure } | 

Nr. mg | mg mg | mg 
1 0,5 2,0 
2 17 0,9 2,0 
3 17 2 | 0,8 2,3 
4) 10 17 | 30 | 783 43 99 
5 10 17 2 | 3,6 3,5 46 5,5 
6 10 17 } 1,2 3,3 1,6 5,2 
7 10 17 2 | 25 3,3 2,6 4,0 


Fluorid Brenztraubensdéureschwund und Milchsaurebildung gleich sind, 
wahrend letztere ohne NaF doppelt so groB ist. 

II. Die Beobachtungen der polnischen Autoren iiber das Verhalten 
der Ammoniakbildung im Froschmuskelbrei unter gewéhnlichen Um- 
standen kann ich im allgemeinen bestatigen. Bei Suspension in dest. 
Wasser wurden in meinen Versuchen etwa 4 bis 7 mg-°% NH,-N ab- 
gespalten, in Phosphatlésung nichts iiber den Anfangswert hinaus 
(etwa 2 mg-%). Setzt man aber Jodessigsiure (5.10-* m) oder Phlor- 
rhizin (7.10~* m) zur Phosphatlésung, so erreicht im ersteren Fall die Am- 
moniakbildung den Wert in dest. Wasser, wihrend sie sich mit Phlorrhizin 
diesem annahert. Mit «- und £-Glycerinphosphorsdure dagegen er- 
gaben meine Versuche folgendes: Tatsichlich schrankt £-Glycerin- 
phosphorséure die Ammoniakbildung im mit Phlorrhizin vergifteten 
Muskel ein, und zwar meistens starker als «-Glycerinphosphorsaure. 
Dies geschieht aber in gleichem MaBe auch in Abwesenheit von Brenz- 
traubensaure, ja, es geschieht auch im mit Jodessigsiure vergifteten 
Muskel. Die Milchsaiurebildung, die in dem kurzen Zeitraum von 10 bis 
20 Min. natiirlich sehr gering ist (die Versuche des vorigen Abschnitts 
dauerten 1 bis 3 Stunden), geht nun keineswegs der Einschrinkung der 
Ammoniakbildung parallel. Eine geringfiigige Milchsiurebildung fand 
auch nach Phlorrhizinvergiftung statt, die durch Zusatz von Glycerin- 
phosphorsaure allein kaum iiber die Fehlergrenze hinaus erhoht wird. 
Bei Gegenwart von Brenztraubensdéure wird in der Versuchszeit von 
20 Min. mit «-Glycerinphosphorsaure deutlich etwas Milchsaure gebildet, 
mit $-Glycerinphosphorsdéure noch nicht erkennbar (vgl. Versuch 7). 
Drei derartige Versuche sind in Tabelle IV wiedergegeben. 

Die Einschrankung der Ammoniakbildung durch Glycerinphosphor- 
saure, auch in Abwesenheit von Brenztraubensaure, wurde in den ver- 
schiedensten Versuchen wiedergefunden, nur nicht in Gegenwart von 
Fluorid. Hier war sie sogar umgekehrt, besonders mit #-Glycerin- 
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Tabelle IV. Ammoniak- und Milchsaurebildung im Froschmuskel- 
brei. Je 0,4g zerschnittene Muskulatur in 6cem 5.10-?m_ Phosphat 

















(pu 7,0). 
ee Zisiitze ; ; | _mé-*/o NH; 
23 ot 5a | .é | iain ‘ Milch- 
ok fo) =3° Nog ersuchs- Ave sdure 
Vereneh | Assets Tl pater Ss" | 8 Z s iz = g | zeit vor- bildung | gebildet 
rhizin a6 ‘ ae wo |= & x handen gegen 
7 8 =] . g =| Min. 
Nr Nr m eo 4 mg Min. mg 
5 1 5 2,5 | 0,4 0,4 
2 | 20 2,8 0,7 1,1 
3 | 1/150 | 5 3,5 1,4 0,3 
4 | 1/150 20 63 | 42 | 0,6 
5 || 1/150 16 5 3,5 1,4 0,3 
6 | 1/150 16 | 2 | 55 | 34 | 0,7 
7 =i 1/150 16 5 2,8 0,7 0,3 
8 | 1/150 16 20 4,9 2,4 0,7 
6 1 2,8 
2 10 28 | 0 0,74 
3 1/150 10 6,2 3,4 0,70 
4 1/150 16 10 5,6 2,8 0,76 
5 | 1/150 16 10 42 | 1,4 | 0,66 
7 oe 20 2,8 | 0,7 0,9 
2 | 1/180 | 20 69 | 48 02 
3 | 1/180 16 20 | 49/28 | 04 
4 1/180 16 20 4,2 14 0,5 
5 1/180 16 20 8,3 6,2 0,5 
6 1/180 16 16 20 4,2 2,1 0,9 
7 1/180 16 16 20 4,2 a1 0,5 


phosphorséure, deutlich erhéht. Als Beispiel ist je ein Versuch mit 
Phlorrhizin-, Monojodessigsiure- und Fluoridvergiftung in Tabelle V 
wiedergegeben. Aus alledem la8t sich nur der eine Schlu8 ziehen, daB 
die Einschrinkung der Ammoniakbildung zwar 6fters auf die Phos- 
phorylierung der freien Adenylséiure in Zusammenhang mit den Inter- 
mediarvorgingen der Milchsdiurebildung zuriickgefiihrt werden darf, 
daB aber keineswegs ein eindeutiger Zusammenhang in dem Sinne vor- 
liegt, daB diese Einschrinkung ohne weiteres als Ausdruck fiir das 
Stattfinden dieser Intermediarvorginge anzusehen ist. Obendrein ist 
die Reduktion der Cozymase durch «-Glycerinphosphorsiure selbst 
nicht mit Aufnahme von anorganischem Phosphat durch das Adenyl- 
siuresystem gekoppelt, sondern erst die weitere Hydrierung durch die 
entstandene Triosephosphorséure!. Schon aus diesem Grunde kann 
bei der Oxydoreduktion zwischen «-Glycerinphosphorséure und Brenz- 
traubensaure nicht der gleiche Verbrauch an Adenylsaure stattfinden 
wie bei der Dismutation zwischen Triosephosphorséure und Brenz- 
traubensiure. Worauf die Einschrinkung der Ammoniakbildung in 
unserem Fall zuriickzufiihren ist, lasse ich dahingestellt. 


1 O. Meyerhof, P. Ohlmeyer u. W. Méhle, diese Zeitschr. 297, 113, 1938. 
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Tabelle V. Ammoniakbildung in vergiftetem Froschmuskelbrei. 
Mengenverhialtnisse wie in Tabelle IV. Versuchszeit 10 Minuten. 








Zusitze — 
Versuch | Ansatz lend = —— Brenz- mg P20; | mg P.O; 
Phior- | jod- | 2% 2n  trauben- | ¢-Glycerin- | 3-Glycerin- || _vor- Zu- 
rhizin  essig- NaF siiure phosphor- phosphor- || handen bildung 
Nr. Nr. share] -_ siure siure 
8 Bg 1,3 
2 1,3 0 
3 6,6 3,9 2,6 
4 6,6 8 2,6 1,3 
5 6,6 8 1,9 0,6 
9 1* 2,6 
2 2,6 0 
3 8 2,4 0 
4 5 8,0 5,4 
5 5 8 9,2 6,6 
6 5 8 5 7,9 5,3 
7 5 8 5 6,5 3,9 
10 Ls 2 = 2,6 0 
2 2 8 2,6 0 
3 2 8 5 3,3 0,7 
4 2 8 5 79 5,3 
* 0 Min. 


Auch die Frage, worauf die geringfiigige Milchséurebildung durch 
§-Glycerinphosphorsaure zuriickzufiihren ist, kann nicht sicher beant- 
wortet werden. Durch einen Gehalt an «-Komponente ist sie nicht er- 
kliarbar. Méglicherweise kommt im Muskelextrakt ein wenig aktives 
Ferment vor, das die Isomerisierungsreaktion «-Glycerinphosphor- 
siure — $-Glycerinphosphorsaure erméglicht, in Analogie zur Reaktion 
3-Phosphoglycerinsiure = 2-Phosphoglycerinséure. Jedoch ist es mir, 
unter Benutzung der Methode von Fleury und Paris nicht gelungen, 
in dialysiertem Muskelextrakt, unter Zusatz von f-Glycerinphosphor- 
saure ein Ansteigen des Perjodséureverbrauchs, d.h. eine allmahliche 
Umwandlung in «-Glycerinphosphorsaéure zu beobachten. Undialysierter 
Muskelextrakt ist wegen des hohen Blindwertes zu dieser Priifung 
ungeeignet. 

Zusammenfassung. 

Eine Oxydoreduktion zwischen £-Glycerinphosphorsaure und Brenz- 
traubensaure, wobei die letztere zu Milchsaure reduziert wird, laBt sich 
in frischem Muskelextrakt oder Muskelbrei in sehr geringem Umfang, 
etwa bis zu einem Drittel derjenigen zwischen «-Glycerinphosphorsaure 
und Brenztraubensaure beobachten. Die Einschrankung der Ammoniak- 
bildung, die unter gewissen Umstanden mit #-Glycerinphosphorsaure 
gréBer ist als mit «-Glycerinphosphorséure, hat mit der Rolle dieser 
Verbindungen bei der Oxydoreduktion nichts zu tun. 
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Das Thrombin als Fibrinogendenaturase 
und seine Beziehungen zum Papain'. 
Von 
Edgar Wohlisch und Liselotte Jiihling. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Wiirzburg.) 
(Eingegangen am 27. Mai 1938.) 
Mit 8 Abbildungen im Text. 


I. Einleitung. 


Erstmalig im Jahre 1923, sodann in einer Reihe spaterer Veréffent- 
lichungen hat Wéhlisch [(1) bis (7)| auf die Analogie zwischen den Er- 
scheinungen der Eiwei8denaturierung und der Gerinnung des Fibrinogens 
unter dem Einflu8 des Thrombins hingewiesen und in Form einer 
Arbeitshypothese die Vermutung ausgesprochen, daB wir im Thrombin 
einen fermentartigen spezifischen Katalysator der spontanen Denaturierung 
des Fibrinogens, also eine Fibrinogendenaturase, vor uns haben. Dies 
geschah zu einer Zeit, als die von Alexander Schmidt aufgestellte Lehre 
von der Fermentnatur der Blutgerinnung nahezu vollstandig verlassen 
war. Man hoffte damals die Ausfallung des Fibrinogens als Fibrin auf 
eine der aus der allgemeinen Kolloidchemie her bekannten, mehr oder 
minder unspezifischen Reaktionen zuriickfiihren zu kénnen. So ent- 
standen zahlreiche, stark spekulativ gefirbte neue Gerinnungstheorien, 
die heute nur noch historisches Interesse besitzen. 

Selbst die besten Kenner der Blutgerinnungslehre riickten damals 
deutlich von der Fermenttheorie ab, so z. B. Howell, der verschiedene 
seiner Versuche als Wahrscheinlichkeitsbeweis gegen die Fermentnatur 
des Thrombins anfiihrt, ebenso Morawitz, wenn er sagt: ,,Meine eigene 
Ansicht geht dahin, daB die Blutgerinnung wahrscheinlich kein fermen- 
tativer Vorgang ist.“ 

In einer monographischen Darstellung der Physiologie und Patho- 
logie der Blutgerinnung suchte indes Wéhlisch (6) zu zeigen, daB keiner 
der Einwande gegen die Fermenttheorie unbedingt stichhaltig ist, und 
daB die als Ersatz fiir diese Lehre vorgeschlagenen Hypothesen auf sehr 
schwachen FiiBen stehen. Die meisten von ihnen konnten denn auch 
inzwischen einwandfrei widerlegt werden. 

Es ist heute nicht mehr zu verkennen, daB unter dem Eindruck des 
volistandigen Versagens der rein kolloidchemischen Gerinnungstheorien 
die alte Fermentlehre langsam wieder an Boden gewinnt. Schon vor 
langerer Zeit hat man nach Beziehungen des Thrombins zu echten 





1 Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 
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Proteasen gesucht. So stellten im Jahre 1916 Douglas und Colebrook 
eine Beschleunigung der Blutgerinnung durch Trypsin fest. Heard 
machte bald darauf die Angabe, daB Plasme, unter bestimmten Be- 
dingungen durch Trypsin zur Gerinnung gebracht werden kénne. 
Spater fanden auch Waldschmidt-Leitz und Mitarbeiter eine Beschleuni- 
gung der Gerinnung des Vollblutes durch Trypsinkinase und glaubten 
auf Grund ihrer Untersuchungen das Thrombin unter die echten Pro- 
teasen einreihen und einen Synergismus, ja eine Wesensverwandtschaft 
von Thrombin und Trypsinkinase annehmen zu diirfen. An genau 
definierten Gerinnungssystemen konnten indes Strughold und Wéhlisch 
zeigen, daB in Wirklichkeit das Trypsin keine thrombinartige Wirkung 
austibt, daB vielmehr ein Synergismus von Thrombin und Trypsin nur 
durch die verwickelten gerinnungsphysiologischen Verhaltnisse des 
Vollblutes vorgetéuscht wird. Sie konnten bereits nachweisen, daB die 
Férderung der Blutgerinnung durch Trypsin mindestens zum Teil durch 
eine ,,beschleunigte Bildung von Thrombin unter Trypsinkinaseein- 
fluB‘* erklart werden muB (und zwar 8.278). Anscheinend ohne Kenntnis 
dieser Untersuchung kam auch Eagle zu dem Ergebnis, daB Trypsin 
entgegen der Annahme von Waldschmidt-Leitz keine Thrombinfunktion 
austibt. Was die soeben erwahnten Angaben von Heard iiber die Ge- 
rinnung von Plasma durch Trypsin betrifft, so glaubte Mellanby (1) 
diese auf eine Fehlerquelle, namlich die Anwesenheit von Calcium in 
dem verwendeten Trypsin, zuriickfiihren zu kénnen. Eagle bestatigte 
dagegen die Befunde von Heard und fand weiterhin, da8 Trypsin auch 
ohne Gegenwart von Calcium in der Lage ist, Prothrombin in Thrombin 
zu verwandeln. Die von Strughold und Wohlisch festgestellte beschleu- 
nigte Bildung von Thrombin durch Trypsinkinase erklart sich vielleicht 
durch diesen Befund von Eagle. Die von Heard gefundene Gerinnung 
des Plasmas durch Trypsinzusatz kommt also nach Eagle indirekt, durch 
das unter TrypsineinfluB aus dem Prothrombin des Plasmas gebildete 
Thrombin zustande. 

Mellanby (2) halt das Thrombin fiir ein eiweiBspaltendes Ferment, 
welches Fibrinogen in Fibrin und Serumglobin spaltet. Kiihnau und 
Morgenstern untersuchten den Einflu8 von Thiolverbindungen, ins- 
besondere von Glutathion auf das Thrombin und sprachen dieses fiir 
ein dem Kathepsin nahestehendes proteolytisches Ferment an. Jedoch 
sind nach Bersin ihre SchluBfolgerungen u. a. wegen der in ihren Ver- 
suchen angewandten unphysiologisch hohen Glutathionkonzentrationen 
nur schwer zu rechtfertigen. 

Die Arbeitshypothese von Wéhlisch, nach der das Thrombin eine 
Fibrinogen-Denaturase vorstellt, stiitzte sich auf Befunde, die im dritten 
Teil unserer Arbeit niher besprochen werden sollen. Klinke und Mit- 
arbeiter konnten diese Befunde in eingehenden Untersuchungen voll 
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bestatigen und erweitern. Klinke (2) schloB sich daher der Auffassung 
von Wéhlisch an, ebenso etwas spater A. Fischer. 

In jiingster Zeit hat K. Apitz das von friiheren Untersuchern meist 
als lésliches Fibrin, von ihm recht zweckmaBig als Profibrin bezeichnete, 
beim Ubergang des Fibrinogens in das Fibrin gebildete Zwischenprodukt 
genau untersucht und kommt dabei zu dem fiir unsere Fragestellung 
wichtigen Ergebnis: 

,,Bei der Denaturierung des Fibrinogens durch Erhitzen und andere 
Einfliisse wird ein lésliches Zwischenprodukt gebildet, welches hinsichtlich 
seiner Eigenschaften wie auch seiner Entstehung und Flockung mit dem 
Profibrin der Thrombingerinnung iibereinstimmt. Daraus wird in Be- 
statigung der Auffassung von Wohlisch gefolgert, daB die Fibringerinnung 
eine fermentativ bewirkte Beschleunigung der spontanen Denaturierung 
des Fibrinogens ist‘* [A pitz (2)]. 

Die Untersuchungen von Apitz veranlaBten uns, altere Versuche 
von Wohlisch (2) wieder aufzunehmen, in denen ebenfalls mit Profibrin 
— diese Bezeichnung von Apitz sei beibehalten — gearbeitet wurde. 
Auf diese nicht ausfihrlicher veréffentlichten Versuche beziehen sich 
folgende Angaben: 

,,Lst die hier vertretene Auffassung richtig*‘ (d.h.daB das Thrombin eine 
Fibrinogendenaturase vorstellt), ,,so ist zu erwarten, daB sich die Prozesse 
der Hitzekoagulation und der Thrombingerinnung gegenseitig unterstiitzen 
werden. Dies ist tatsachlich der Fall: eine klare Fibrinogenlésung, die man 
bis dicht an ihren Koagulationspunkt heran — also bis zum Auftreten 
einer eben bemerkbaren Opaleszenz — erwaérmt und die man nach dem 
Wiederabkiihlen mit Thrombin versetzt, gerinnt unter sonst gleichen Be- 
dingungen viel schneller, als die nicht vorher erwarmte Kontrolle.“ 

,Ob umgekehrt auch durch Thrombinwirkung die Hitzekoagulation 
begiinstigt wird, habe ich aus auBeren Griinden (Hirudinmangel) bisher 
nicht untersuchen kénnen; ich finde aber in der Literatur die auf Hammar- 
sten zuriickgehende Angabe, daB diesem Autor durch Thrombineinwirkung 
auf das Fibrinogen die Herstellung eines niedriger als dieser Eiwei8kérper 
koagulierenden ,Zwischenproduktes‘ gelungen sei, was ganz im Sinne meiner 
Auffassung ist.‘ 

In der vorliegenden Arbeit werden die Bedingungen der fiir die 
Frage nach dem Wesen der Thrombinwirkung wichtigen gegenseitigen 
Unterstiitzung von Thrombin- und Hitzewirkung eingehend untersucht. 

Fiir die Frage nach dem Wesen des Thrombins und der Denatu- 
rierung versprechen endlich die Beziehungen des Thrombins zum Papain 
bedeutungsvoll zu werden. Wahrend Waldschmidt-Leitz und Mitarbeiter 
keinen férdernden EinfluB dieses Fermentes auf die Gerinnung des 
Vollblutes feststellen konnten, kann nach Eagle Fibrinogen durch 
Papain zur Gerinnung gebracht werden. Wir konnten diesen Befund 
bestatigen und haben uns mit der Frage der Beziehungen des Thrombins 
zum Papain im letzten Kapitel des experimentellen Teiles dieser Arbeit 
naher befaBt. 
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II. Experimenteller Teil. 
Methodik. 


Die verwendeten Fibrinogenlésungen wurden aus Oxalatplasma ge- 
wonnen, das zur Entfernung des Prothrombins nach dem Verfahren von 
Bordet mit einem Zusatz von 6 % tertiéren Calciumphosphats ausgeschiittelt 
war. Die Fallung des Fibrinogens erfolgte nach Hammarsten durch Halb- 
sittigung mit Kochsalz. Die Fallungen wurden mit gesattigter Kochsalz- 
lésung gewaschen und sodann in einer Wassermenge gelést, die 1/,) bis 1/, 
des Plasmaausgangsvolumens entsprach. Der Kochsalzgehalt der Lésung 
betragt dann etwa 2 bis 4%. Zu den Gerinnungsversuchen wurde stets die 
Lésung der ersten Fallung verwendet, da fiir unsere Zwecke eine noch 
weitergehende Reinigung des Fibrinogens nicht erforderlich war. In einigen 
Fallen wurden die Lésungen zu den Gerinnungsversuchen durch Dialyse 
gegen 0,9 %ige Kochsalzlésung auf diesen Salzgehalt eingestellt, in anderen 
Versuchen wurden sie unyerandert verwendet. Nahere Angaben hieriiber 
finden sich in den Versuchsbeschreibungen. 

Die Thrombinlésungen wurden aus einem Thrombintrockenpulver 
hergestellt, das nach der von Bleibtreu angebenenen Kombination der Ver- 
fahren von Mellanby und Howell gewonnen war. Etwa 0,5 bis 1,0 g dieses 
Pulvers wurden mit 100 ccm 0,9 %iger Kochsalzlésung auf der Schiittel- 
maschine extrahiert. Das Ungeléste wurde abfiltriert. 

Die Gerinnungsversuche wurden bei 37°C in Reagensglasern durch- 
gefiihrt, die in einem einfachen Wasserthermostaten standen. Die Zeit vom 
Beginn der Einwirkung des Thrombins bis zum Auftreten des ersten Ge- 
rinnsels, die Gerinnungszeit (GZ.), wurde mit der Stoppuhr bestimmt. 


1. Der EinfluB unvollstandiger Vordenaturierung des Fibrinogens auf die 
Gerinnung durch Thrombin. 

In einer ersten gréBeren Versuchsreihe verwendeten wir Fibrinogen- 
lésungen mit einem Kochsalzgehalt von 0,9%. Zur Ausfiihrung der 
unvollstiéndigen Vordenaturierung wurden je 5ccm der Fibrinogen- 
lésung verschieden lang (1,5 bis 18 Minuten) auf eine Temperatur 
erwarmt, die etwas unter dem Koagulationspunkte des Fibrinogens 
(ungefahr 54°C), also bei 51 bis 53°C gelegen war. Die Lésungen 
wurden sodann auf 37°C abgekiihlt und je 5 ccm davon mit je 1 ccm 
Thrombinlésung versetzt. Als Kontrollen dienten 

1. die gleiche Menge der nicht thermisch vorbehandelten Fibrinogen- 
lésung unter Zusatz der gleichen Thrombinmenge, 

2. 5eem vordenaturierten Fibrinogens mit Zusatz von 1 ccm 
physiologischer Kochsalzlésung anstatt der Thrombinlésung. 

Jeder Versuch wurde zwei- bis dreimal véllig gleichartig ausgefihrt. 
Uber diese erste Versuchsreihe 1li8t sich zusammenfassend aussagen, 
daB sie keine sicheren Ergebnisse zeitigte: Von 19 Versuchen war 
siebenmal die GZ. der thermisch vorbehandelten Lésung kiirzer als 
die der nicht vorbehandelten Kontrolle, in 7 Fallen fand sich kein 
Unterschied, und in 5 Fallen war umgekehrt die GZ. der Kontrolle 
sogar etwas kiirzer als die der vordenaturierten Lésung. 
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Da die in der Einleitung erwahnten, gleichartig angelegten Versuche 
von Wdohlisch (2) viel eindeutiger ausgefallen waren als die hier mit- 
geteilten, muBte eine Aufklarung des Widerspruchs versucht werden. 
Es lag nahe, an einen Einflu8 des Kochsalzgehalts der Lésungen zu 
denken, der in den alteren Versuchen nicht auf 0,9°% eingestellt war, 
also vermutlich wesentlich iiber dieser Konzentration gelegen hatte. 
Bei den folgenden Versuchen wurde daher der Kochsalzgehalt der 
Fibrinogenlésungen in weiten Grenzen variiert, Es ergaben sich jetzt 
vollig gesetzmaBige Verhaltnisse in dem erwarteten Sinne. Als Neben- 
befund konnten wir dabei die Beobachtung von A pitz (2) bestatigen, 
daB8 Fibrinogen bei héheren Kochsalzkonzentrationen schneller de- 
naturiert wird als bei niedrigeren. Der hier ausfiihrlich wiedergegebene 
Versuch 1 diene als Beleg fiir eine gréBere Anzahl iibereinstimmend 
ausgefallener, gleichartiger Versuche. 


Versuch l. 


29. Marz 1938. Vier Proben einer Lésung von Pferdefibrinogen wurden 
durch langere Dialyse gegen Kochsalzlésungen der entsprechenden Kon- 
zentrationen auf einen Kochsalz- 
gehalt von 0,9, 2, 3, und 4% ein- Ps *%NallL 
gestellt. Mit jeder dieser Lésungen 






wurden nach verschieden langer N 
(0 bis 12 Minuten), unvollstandiger 80 
Vordenaturierung bei 51°C und 0 


Wiederabkiihlung auf 37°C Ge- 
rinnungsversuche mit Thrombin 
bei 37°C angestellt. Das Ge- 
rinnungssystem bestand aus je W& 
0,5 ecem_ Fibrinogenlésung und 
1,0cem Thrombinlésung. Die Er- 30 
gebnisse des Versuchs sind aus der 
Abb. 1 zu ersehen. Jeder der dort 
eingetragenen Werte der GZ. stellt 


den Mittelwert aus drei Einzel- 
F $ 6 & 2 12 


bestimmungen dar. Die neben a 
eRe ae Vordenaturi ‘51°C Min. 
den Kurven eingetragenen NaCl- wrung bai 51 
Konzentrationen beziehen sich auf Abb. 1. Zu Versuch 1: Gerinnungszeit (GZ.) 
die verwendete Fibrinogenlésung bei der Gerinnung von Pferdefibrinogen 
i : ; ‘ z 3 durch Thrombin bei 37° C als Funktion der 
es ist dies also die Salzkonzen- 


, . Dauer der thermischen Vordenaturierung 
tration wahrend der Vordenatu- bei 51°C und variablem NaCl-Gehalt. 


rierung. Die Salzkonzentration 
im Gerinnungssystem ergibt sich aus dem Mischungsverhaltnis des Fibri- 
nogens mit der 0,9°% Kochsalz enthaltenden Fibrinogenlésung. 

Aus den Kurven geht deutlich hervor, daB der gerinnungsbeschleuni- 
gende Einflu8 der unvollstandigen Vordenaturierung mit steigendem Koch- 
salzgehalt und mit der Dauer der Vordenaturierung zunimmt. Bei 0,9 ° 
NaCl-Gehalt ist der Effekt noch nicht mit Sicherheit nachweisbar, wodurch 
der unregelmaBige Ausfall unserer oben kurz zusammenfassend besprochenen 
Vorversuche erklart wird. Bei 2% NaCl-Gehalt ist der EinfluB bereits 
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sehr deutlich und bei 4° NaCl-Gehalt fiihrt eine Vordenaturierung von 
8 Minuten zu Gerinnungszeiten, die weniger als 50% der Gerinnungszeit 
der nicht vordenaturierten Kontrolle betragen. Die zu 4% NaCl-Gehalt 
gehérige Kurve bricht im Gegensatz zu den drei andern Kurven bereits 
bei 8 Minuten Vordenaturierungsdauer ab, da es in diesen Lésungen wegen 
ihres hohen Kochsalzgehalts nach 12 Minuten Erwarmung auf 51° C bereits 
zu einer Flockung durch die Warmeeinwirkung allein kam. 

Da8B die Gerinnungszeiten bei héheren Kochsalzkonzentrationen in der 
Fibrinogenlésung und damit auch im Gerinnungssystem ceteris paribus 
héher liegen als bei niedrigeren Konzentrationen, ist eine Bestatigung der 
altbekannten Tatsache, daB Neutralsalze in héheren Konzentrationen die 
Gerinnung des Fibrinogens durch Thrombin verzégern. 

Sucht man nach einer Erklarung fiir die Tatsache, daB der ge- 
rinnungsférdernde EinfluB der thermischen Vordenaturierung sich erst 
bei héheren Kochsalzkonzentrationen der Fibrinogenlésungen bemerkbar 
macht, so liegt es nahe, an den lésungsférdernden EinfluB des Salzes zu 
denken, der sich auf das Fibrinogen, sicherlich aber auch auf das aus 
diesem gebildete Umwandlungsprodukt erstreckt. Fiir das durch 
Thrombin gebildete Profibrin ist dies von Apitz (1) nachgewiesen, fiir 
das Hitzeprofibrin ist es iiberaus ‘wahrscheinlich. Ein die Thrombin- 
gerinnung férdernder EinfluB der thermischen Vordenaturierung kann 
natiirlich nur unter Bedingungen erwartet werden, bei denen eine 
nennenswerte Menge des Hitzeprofibrins in Lésung bleibt, um sodann 
mit dem Thrombin zu reagieren. 

Um diesen Gedankengang auf seine Richtigkeit zu priifen, stellten 
wir nunmehr Versuche an, in denen zur Vordenaturierung Fibrinogen- 
lésungen variablen NaCl-Gehalts (0,9 bis 4,0°%) verwendet wurden, 
die auBerdem je 10°, Harnstoff enthielten. Nach Untersuchungen 
aus unserem Institut von Diebold und Jihling wird durch diese Harnstoff- 
konzentration die thermische Umwandlung des Fibrinogens nicht ver- 
hindert, wohl aber die Léslichkeit des gebildeten Hitzeprofibrins stark 
erhéht. In einer gréBeren Anzahl von Versuchen fanden wir unsere 
Uberlegung bestiatigt. Bei Anwesenheit von 10% Harnstoff in der 
Fibrinogenlésung wahrend der thermischen Vordenaturierung lieB sich 
der die Thrombingerinnung férdernde EinfluB dieser MaBnahme nun- 
mehr sehr deutlich auch bei Lésungen nachweisen, die nur 0,9 °, Koch- 
salz enthielten. Der Harnstoffzusatz wirkt hier also genau so wie eine 
Erhéhung des Kochsalzgehalts in Versuch 1. 

Bei diesen Versuchen wurde jedoch noch ein weiterer, von vornherein 
nicht erwarteter Befund erhoben. Wahrend bei den Versuchen ohne 
Harnstoffgehalt die Gerinnungszeit der Thrombingerinnung mit steigen- 
der Dauer der thermischen Vordenaturierung immer mehr abnimmt, 
lauft sie bei Anwesenheit von Harnstoff durch ein Minimum, um bei 
weiterer Fortsetzung der Vordenaturierung wieder anzusteigen. Ver- 
such 2 diene als Beleg fiir dieses eigenartige Verhalten. 
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Versuch 2. 


8. April 1938. Drei Proben einer Lésung von Pferdefibrinogen wurden 
wie in Versuch | durch Dialyse auf einen Kochsalzgehalt von 0,9, 2 und 3% 
eingestellt. Jede Probe erhielt auBerdem einen Zusatz von 10% Harnstoff. 
Mit jeder dieser Lésungen wurden nach verschiedener Dauer der Vor- 
denaturierung bei 51°C Gerinnungsversuche bei 37°C angestellt. Das 
Gerinnungssystem bestand aus je 0,5 cem der Fibrinogenlésung und 1,0 cem 
harnstoffreier Thrombinlésung mit 0,9°% NaCl-Gehalt. Abb. 2 enthalt die 
Ergebnisse des Versuchs. Wir finden ein Minimum der Gerinnungszeit bei 
einer Dauer der Vordenaturierung von etwa 10 Minuten. Der die Thrombin- 
gerinnung fordernde Einflu8 der Vor- 
denaturierung ist in Anwesenheit von 
Harnstoff bei allen NaCl-Konzentra- 
tionen sehr deutlich. Die Gerinnungs- 18 
zeit der Lésung mit 0,9% Kochsalz be- 
tragt nach 10 Minuten Vordenaturierung 
nur etwa !/, der Gerinnungszeit der nicht 
vordenaturierten Kontrolle. Bei h6herem 
NaCl-Gehalt ist der Einflu8, wie zu er- 
warten, noch deutlicher. Sehr interessant 
ist die Zunahme der Gerinnungszeiten 
nach Durchlaufen des Minimums: Dieser 
Effekt steigt mit wachsender NaCl-Kon- 
zentration auBerordentlich stark an. 
Offenbar kommt es hier durch langer- 
dauernde vereinte Einwirkung von Harn- 
stoff und Warme zu einer durch die 
: ‘s ‘ 7] 2” 20 30 4 
Anwesenheit des Salzes geforderten tiefer- Vordenaturierung bei 51°C Min. 
gehenden Umwandlung des Fibrinogen- 
molekiils, bei der dieses schlieBlich fiir 
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Abb. 2. Zu Versuch 2: Gerinnungs- 
zeit (GZ.) der Gerinnung von Pferde- 


Thrombin unangreifbar wird. Eine wei- fibrinogen durch Thrombin bei 37° C 

tere Aufklarung dieses Nebenbefundes als Funktion der Dauer der thermi- 
ie . . . * schen Vordenaturierung bei 51°C in 

geht iiber das Ziel dieser Arbeit hinaus. Gegenwart von 10% Harnstoff bel 
In einigen weiteren Versuchen vestabions NathGehen. 


wurde der EinfluB der thermischen 

Vordenaturierung auch an verdiinntem Oxalatplasma als Gerinnungs- 
substrat an Stelle der Fibrinogenlésung untersucht. Obwohl der Koch- 
salzgehalt der Lésung in diesem Falle nur etwa gleich dem einer physio- 
logischen Kochsalzlésung war, kam es doch zu einem stark gerinnungs- 
fordernden Effekt der Vordenaturierung, wie aus Versuch 3 hervorgeht. 


Versuch 3. 


25. Februar 1938. Ein Pferdeoxalatplasma mit 2°/), Oxalatgehalt wird 
mit 0,9 %iger NaCl-Lésung auf das vierfache Volumen verdiinnt. Proben 
dieses Gemisches wurden verschieden lange bei 50,8° C vordenaturiert und 
sodann in iiblicher Weise bei 37° C durch Thrombin zur Gerinnung gebracht. 
Das Gerinnungssystem bestand aus 0,5 cem des verdiinnten Plasmas und 
1,0cem Thrombinlésung. Der Ausfall des Versuchs ist aus Abb. 3 zu er- 
sehen. Der sehr ausgesprochene Effekt la8t nach den Ergebnissen der vor- 
ausgehenden Versuche 1 und 2 daran denken, da8 im Plasma eine ver- 
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haltnismaBig hohe Léslichkeit des Profibrins vorliegt. Ob diese Deutung 
zutreffend ist, mu spaterer Untersuchung vorbehalten bleiben. 

Endlich priiften wir auch die Frage, ob die Vorbehandlung einer 
Fibrinogenlésung mit denaturierend wirkenden Harnstoffkonzen- 
trationen (vgl. Diebold und Jihling) einen férdernden EinfluB auf die 
nachfolgende Thrombingerinnung hat. DaB dies tatsachlich zutrifft, 
zeigt Versuch 4. 


180 
Sek. 


rf ¥ 6 
naturierung Min. te yen y tpt | Min. 
ae "9 25‘ Harnstof 37°C 
Abb. 3. Zu Versuch 3: Gerinnungszeit (GZ.) Abb. 4. Zu Versuch 4: Gerinnungszeit (GZ.) 
der Gerinnung von verdiinntem Pferde- ser Gerinnung von Pferdefibrinogen durch 
oxalatplasma durch Thrombin bei 37°C Thrombin bei 37° © als Funktion der Vor- 
als Funktion der Dauer der thermischen denaturierung durch 25% Harnstoff bei 
Vordenaturierung bei 50,8° C. 37°C, 


Versuch 4. 


4. Marz 1938. Eine durch Dialyse auf 0,9°% NaCl-Gehalt eingestellte 
Lésung von Pferdefibrinogen wurde mit 25% Harnstoff versetzt und je 
5 eem davon verschieden lange bis zu 60 Minuten der Harnstoffeinwirkung 
bei 37° C ausgesetzt. Sodann wurde in allen Probén der HarnstoffiiberschuB8 
durch Dialyse gegen eine 0,9%ige NaCl-Lésung mit 10% Harnstoff ent- 
fernt. Dieser Harnstoffgehalt wurde der Fibrinogenlésung in Hinblick auf 
die giinstigen Ergebnisse des Versuchs 2 belassen. Nach der Dialyse waren 
die Volumina der verschiedenen Proben praktisch gleich. Das Gerinnungs- 
system bestand aus je 0,5 cem der Fibrinogenlésung und 1,0 ecm harnstoff- 
freier Thrombinlésung mit 0,9°% NaCl. Den Ausfall des Versuchs zeigt 
Abb. 4. 


2. Der EinfluB unvollstindiger Thrombinumwandlung des Fibrinogens auf 
dessen Hitzekoagulation. 

Bei den folgenden Versuchen, die eine Umkehrung unseres Versuchs 1] 
vorstellen, da hier der EinfluB einer Thrombinvorbehandlung des 
Fibrinogens auf die zu dessen Hitzekoagulation erforderliche Zeit 
untersucht wurde, gingen wir folgendermaBen vor: Abgemessene 
Volumina einer Fibrinogenlésung wurden mit konstanten, relativ 
kleinen Thrombinmengen versetzt. Es wurde die Gerinnungszeit eines 
solchen Gerinnungssystems bei 37°C genau ermittelt. Sodann wurden 
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derartige Systeme verschieden lange, jedoch kiirzere Zeit als zur Fibrin- 
bildung durch Thrombin erforderlich war, bei 37°C belassen, und es 
wurde schlieBlich der Ablauf der Umwandlung des Fibrinogens durch 
Zusatz des als Antithrombin wirkenden Heparins unterbrochen. Von 
jedem System wurde dann die eine Halfte weiterhin bei 37° C belassen, 
wahrend die andere auf eine innerhalb einer Versuchsreihe konstant 
gehaltene, langsam zur thermischen Denaturierung fiihrende Temperatur 
(z. B. 51°C) erwirmt wurde. Die besonders lange mit Thrombin vor- 
behandelten Proben ergaben in einigen Fallen auch nach Heparinzusatz 
bei 37°C eine Fibringallerte. Meist war dies jedoch nicht der Fall. 

Die Versuche wurden unter Variation des Kochsalzgehalts der 
Systeme (0,9, 2, 3 und 4%) angestellt. Sie hatten iibereinstimmend 
das erwartete Ergebnis, daB das Eintreten der Hitzeflockung des 
Fibrinogens in den mit Thrombin vorbehandelten Lésungen schneller 
erfolgt als in den nicht vorbehandelten Kontrollen. Die Beschleunigung 
der Hitzeflockung nimmt mit der Dauer der Thrombinvorbehandlung 
zu, genau wie nach unseren Versuchen 1 bis 3 das umgekehrte der 
Fall ist. Dieser Effekt war bei allen untersuchten Na Cl-Konzentrationen 
festzustellen, mit dem einen Unterschied, daB bei héheren Konzen- 
trationen zur Erzielung der prozentual gleichen Beschleunigung eine 
langere Thrombinvorbehandlung nétig war als bei niedrigeren Konzen- 
trationen; dieses Verhalten war zu erwarten, da Erhéhung der Kochsalz- 
konzentration die Umwandlung des Fibrinogens in Fibrin durch Throm- 
bin verzégert. 

Als Beleg fiir den iiblichen Ausfall dieser Versuchsart diene Versuch 5, 
in dem eine sehr starke Beschleunigung der thermischen Denaturierung 
festgestellt wurde. 

Versuch 5. 


23. April 1938. Je 2,0cem einer Pferdefibrinogenlésung mit 0,9 % 
NaCl-Gehalt wurden mit 0,1 eem Thrombinlésung versetzt und verschieden 
lange bei 37°C im Thermostaten belassen. 
Nach 1, 2 bzw. 3 Minuten wurde die Throm- 
binwirkung durch Zusatz von je 7,5 mg Heparin 
in 0,2 cem 0,9 %iger NaCl-Lésung unterbrochen. 
Alle Systeme wurden, zusammen mit einer 
als Kontrolle dienenden, nicht mit Thrombin 
vorbehandelten Fibrinogenlésung der gleichen N 
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Fibrinogen- und Salzkonzentration im Wasser- s 

bad auf 51°C erwarmt. Der Ausfall des Ver- 

suchs ist aus Abb. 5 zu ersehen, in der die 0 7 ? 7 
Flockungszeit (FZ.) bei 51°C als Funktion der Vorbehandlung Nin. 
Vorbehandlungsdauer mit Thrombin dargestellt amit Thrombin 

ist. Die FZ. wurde in diesem Falle durch die Abb. 5. Zu Versuch 5: 
Thrombinvorbehandlung auf !/, ihres Normal- Flockungszeit (FZ.) der 


Warmedenaturierung des 
Fibrinogens bei 51° € als 
In einigen anderen Fallen konnte in der ~~~ oe engage 
: ‘ e = orbenandiung m 
nicht mit Thrombin vorbehandelten Kon- Thrombin bei 37° ( 
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trolle bei der Erwarmung auf die héhere Temperatur (50,2 bis 52° C) 
trotz sehr langdauernder Beobachtung jiberhaupt keine Flockung fest- 
gestellt werden, wahrend dies in den vorbehandelten Lésungen friiher 
oder spater der Fall war. 


3. Uber die Gerinnung des Fibrinogens durch Papain. 


Den in der Einleitung erwahnten Befund von Lagle, daB Fibrinogen 
durch Papain zur Gerinnung gebracht werden kann, konnten wir bei der 
Nachpriifung bestatigen. Zu den Versuchen wurde kaufliches Papain 
der Firma Witte verwendet. Die Lésungen enthielten 500 mg in 100 ccm. 
Sie wurden in iiblicher Weise durch Blausaure aktiviert (Zugabe von 
600 mg KCN auf 100 ccm Lésung, darauf Salzsaure, bis die mit Methyl- 
rot versetzte Lésung fast nach Braungelb umschlagt. Vgl. Rona, 
S. 347). Das aktivierte Papain erzeugt in Fibrinogenlésungen eine Ge- 
rinnung nur dann, wenn die Fibrinogenkonzentration geniigend hoch ist. 
In schwach konzentrierten Fibrinogenlésungen, in denen mit Thrombin 
noch Gerinnsel erzielt werden, bleibt die Papaingerinnung aus. Die 
durch Papain erzeugten Gerinnsel lésen sich durch das Fortschreiten 
der Hydrolyse nach kiirzerer oder langerer Zeit vollstandig wieder auf. 
Bekanntlich ist die gleiche Erscheinung auch bei den durch gereinigtes 
Thrombin erzeugten Gerinnseln zu beobachten und wird in diesem Falle 
als ,,Fibrinolyse“‘ bezeichnet. Sie wird jedoch allgemein nicht der 
Wirkung des Thrombins selbst, sondern der eines in den Thrombin- 
lésungen enthaltenen, als Fibrinolysin bezeichneten Ferments zu- 
geschrieben. 


Die Ahnlichkeit der durch Thrombin und Papain erzeugten Ge- 
rinnungen legt den von Hagle geauBerten Gedanken nahe, daB auch das 
Thrombin, ebenso wie das Papain ein hydrolysierendes Ferment vor- 
stelt, was bisher ja niemals bewiesen werden konnte. Nur wiirde im 
Falle des Thrombins die Hydrolyse in dem zur Gerinnung erforderlichen 
Stadium Halt machen. Sieht man, wie wir dies tun, die durch Thrombin 
erzeugte Gerinnung als eine echte Denaturierung des Fibrinogens an, so 
ist es weiterhin naheliegend, nunmehr auch das zur Gerinnung fiihrende 
erste Stadium der Papainwirkung als eine Denaturasenfunktion des 
Papains aufzufassen. Die folgenden Versuche, die einen VorstoB in 
das Gebiet der Beziehungen des Papains zum Thrombin und zur 
Denaturierung der Proteine vorstellen, gehen von dieser Frage- 
stellung aus. 


Wir konnten zunachst feststellen, daB durch unvollstandige thermische 
Vordenaturierung des Fibrinogens dessen Papaingerinnung in dhnlicher 
Weise beschleunigt wird wie die Thrombingerinnung. Der folgende 
Versuch ist ein Beleg fiir dieses Verhalten. 
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Versuch 6. 


3. Marz 1938. Als Substrat diente eine nicht gegen physiologische 
NaCl-Lésung dialysierte Liésung von Pferdefibrinogen, deren NaCl-Gehalt 
also etwa 3 bis 4% betrug. Genau wie in den Versuchen 1 und 2 wurde der 
EinfluB einer unvollstandigen thermischen Vordenaturierung verschiedener 
Dauer bei 49,7°C auf die Thrombin- und die Papaingerinnung gepriift. 
Das Gerinnungssystem bestand aus je 0,5 cem Fibrinogenlésung und 1,0 ceem 
Papain- bzw. Thrombinlésung. Die Gerinnungsversuche wurden bei 37° C 
angestellt. Den Ausfall der Versuche zeigt Abb. 6. 


Weiterhin fanden wir, wie aus Versuch 7 zu ersehen ist, daB eine 
vor Eintritt der Gerinnung durch Heparinzusatz unterbrochene T hrom- 
binvorbehandlung des Fibrinogens dessen Gerinnung durch nachtrdglich 
zugesetztes Papain beschleunigt. 























0 2 ¥ 6 8 a... 2 
Vordenaturierung ber ¥3,7 °C Min. Vorbehandlung mit Thrombin Min. 
Abb. 6. Zu Versuch 6: Gerinnungszeit Abb. 7. Zu Versuch 7: Gerinnungs- 
(GZ.) der Gerinnung von Pferdefibrinogen zeit (GZ.) der Gerinnung von Pferde- 
durch Thrombin bzw. Papain bei 37°C fibrinogen durch Papain bei 37°C 
als Funktion der Dauer der thermischen als Funktion der Dauer der Vor- 
Vordenaturierung bei 49,7° C. behandlung mit Thrombin bei 37° C, 


Versuch 7. 


4. Marz 1938. Véllig entsprechend dem Vorgehen in Versuch 5 wurden 
verschiedene Proben zu je 5,0 cem einer Lésung von Pferdefibrinogen von 
0,9°, NaCl-Gehalt mit je 0,5cem Thrombin versetzt und verschieden 
lange, jedoch nicht bis zum Eintreten der Gerinnung, bei 37° C im Thermo- 
staten belassen. Nach 2, 4 bzw. 5,5 Minuten wurde die Thrombin- 
wirkung durch Zugabe von 0,2cem Heparinlésung unterbrochen. Je 
0,5cem von jeder dieser Proben sowie 0,5 cem einer nicht mit Thrombin 
vorbehandelten Kontrolle gleicher Fibrinogen- und Kochsalzkonzentration 
wurden mit je 1,0cem Papainlésung versetzt und weiterhin bei 37°C bis 
zum Auftreten der Papaingerinnungen beobachtet. Aus Abb.7 ist die 
Férderung der Papaingerinnung durch die Thrombinvorbehandlung deutlich 
zu ersehen. 


Ob, wie dies nach den Ergebnissen der letzten beiden Versuche 
wohl zu erwarten ist, umgekehrt auch die Thrombingerinnung durch eine 
nicht bis zur Gerinnung fiihrende Vorbehandlung des Fibrinogens mit 
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Papain geférdert wird, konnte nicht gepriift werden, da bisher anschei- 
nend kein Mittel bekannt ist, um die Papainwirkung pl6tzlich zu unter- 
brechen. Heparin ist nach unseren Versuchen in dieser Hinsicht wir- 
kungslos, ebenso nach Kagle das Hirudin. 

Wéhlisch, Diebold und Kiderlen konnten unlangst die wichtige 
reaktionskinetische Frage nach der Abhangigkeit der Thrombinwirkung 
von der Konzentration des Gerinnungssubstrates Fibrinogen weitgehend 
aufkliren: Wahrend Mellanby (3) eine starke Zunahme der Gerinnungs- 
zeit mit steigender Fibrinogenkonzentration — also eine Hemmung der 
Thrombinwirkung durch Erhéhung der Substratkonzentration — 
gefunden hatte, gelangten Fod und Yamada zu genau entgegengesetzten 
Ergebnissen. Bei Variation der quantitativ ermittelten Fibrinogen- 
konzentration in einem. weiten Bereiche (von 0,0275 bis iiber 1,0°%) 
fanden Wdéhlisch, Diebold und Kiderlen, daB die Gerinnungszeit bei 
konstanter Thrombinkonzentration fiir eine bestimmte Fibrinogen- 
konzentration ein Minimum aufweist. Unterhalb dieses Minimums gilt 
der von Fod und Yamada beschriebene, fordernde EinfluB der Fibrinogen- 
konzentration, oberhalb davon der von Mellanby gefundene entgegen- 
gesetzte EinfluB. Die von Wéhlisch, Diebold und Kiderlen festgestellte 
GesetzmaBigkeit konnte spaiter von Wdéhlisch und Neugschwender be- 
statigt werden. 

Wir erblicken in der Existenz einer fiir die Wirkung des Thrombins 
optimalen Fibrinogenkonzentration ein besonders kennzeichnendes 
Merkmal der Reaktionskinetik des Thrombins. In einer gréBeren Anzahl 
von Versuchen priiften wir daher, ob die Gerinnung des Fibrinogens 
durch Papain in dieser Hinsicht ein ahnliches Gesetz befolgt wie die 
durch Thrombin, oder ob hier grundsatzlich abweichende Verhiltnisse 
vorliegen. Alle unsere Versuche dieser Art ergaben iibereinstimmend 
eine weitgehende Ahnlichkeit im Verhalten der beiden Fermente. Aus 
Versuch 8 ist dies mit aller Deutlichkeit zu ersehen. 


Versuch 8. 


29. April 1938. In diesem Versuch wurde vergleichsweise sowohl fiir 
Thrombin wie fiir Papain die Abhangigkeit der Gerinnungszeit von der 
analytisch ermittelten Fibrinogenkonzentration bestimmt. Der Kochsalz- 
gehalt der Fibrinogenlésungen betrug 0,9%. Das Gerinnungssystem 
bestand in allen Fallen aus je 2,0cem Fibrinogenlésung variabler Kon- 
zentration und je 0,lcem Thrombin- bzw. Papainlésung. Die wie oben 
beschrieben aktivierte Papainlésung wurde vor dem Gebrauch durch 
Alkoholfallung gereinigt (vgl. Rona). Hierzu wurde die 3 Tage bei 40°C 
im Wasserthermostaten aufbewahrte Papainlésung auf eine Alkohol- 
konzentration von 80%, gebracht. Der ausgefallene Fermentniederschlag 
wurde abzentrifugiert, in physiologischer Kochsalzlésung gelést und im 
Vakuum bei 30°C von Blausaure befreit. 

Aus dem in Abb. 8 dargestellten Ergebnis dieses bei 37° C angestellten 
Gerinnungsversuchs ist das grundsatzlich gleichartige reaktionskinetische 
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Verhalten des Papains und des Thrombins ersichtlich. Ob das Minimum 
der Gerinnungszeit beim Papain stets, wie in diesem und auch in einigen 
anderen Versuchen, bei héheren Werten der Fibrinogenkonzentration 
gelegen ist als beim Thrombin oder ob es sich hier um Zufalligkeiten handelt, 
kann auf Grund des bisher vorliegenden Materials noch nicht mit Sicherheit 
entschieden werden. 
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Abb. 8. Zu Versuch 8: Gerinnungszeit (GZ.) der Gerinnung von Pferdefibrinogen durch 
Thrombin bzw. Papain bei 37° C als Funktion der prozentualen Fibrinogenkonzentration 
(CFg)- 
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Ill. Besprechung der Ergebnisse. 


Wie schon eine Reihe friiherer Untersuchungen, diente auch die 
vorliegende der Priifung unserer Arbeitshypothese, daB die Wirkung des 
Thrombins auf das Fibrinogen in einer fermentativ beschleunigten 
Denaturierung dieses Globulins besteht. Die Ergebnisse dieser Priifung 
sprechen durchaus zugunsten dieser Hypothese. Soviel wir sehen, ist 
bisher keine Tatsache bekannt, die nicht mit unserer Auffassung in 
Ubereinstimmung steht, wohl aber eine ganze Anzahl von Befunden, 
die eine starke Stiitze fiir diese bilden. Diese seien in den folgenden 
Zeilen kurz zusammengestellt. 

1. Fibrinogen zeigt eine starke Neigung zu spontaner Denaturierung. 
Es kann auch durch Warme viel leichter denaturiert werden als die 
anderen Blutproteine. Die bei der spontanen Denaturierung ent- 
stehenden gelatinésen Gerinnsel zeigen die allergré8te Ahnlichkeit mit 
den durch Thrombinwirkung gebildeten Gerinnseln [Wéhlisch (2)]. 

2. Die spontane Denaturierung des Fibrinogens ist katalytischen 
Einfliissen zuganglich. Hierzu kann schon die Beriihrung mit gewissen 
Membranen geniigen [Wdéhlisch (2)]. 

3. Durch geeignete Vorbehandlung, z. B. Auspressen des mit Kochsalz 
ausgefallten Fibrinogens auf Flie8papier, Tontellern [ Wéhlisch (4) (5) (6)] 
oder Filtration der Lésung durch Seitz-Filter [A pitz (2)] lassen sich stark 
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labilisierte, profibrinhaltige Fibrinogenlésungen herstellen, die schon bei 
Erniedrigung ihres Salzgehalts durch Verdiinnung mit 0,9 %iger Na Cl- 
Lésung eine von einer echten Thrombingerinnung nicht zu unter- 
scheidende Spontangerinnung erfahren. Das Zeitgesetz dieser Spontan- 
gerinnung ist das gleiche wie das der Thrombingerinnung des Fibrinogens 
[Klinke (1), Klinke und Elias). 

4. Partielle Vordenaturierung des Fibrinogens begiinstigt dessen 
Gerinnung durch Thrombin [Wdéhlisch (2), ferner Ergebnisse der vor- 
liegenden Untersuchung]. 

5. Eine nicht bis zur Gerinnung fiihrende Thrombinvorbehandlung 
des Fibrinogens begiinstigt dessen Denaturierung durch Hitze (Ergebnis 
der vorliegenden Untersuchung). 

6. In Analogie zu den Verhaltnissen beim genuinen und hitzedena- 
turierten Albumin (Michaelis und Davidsohn) liegt nach Wéhlisch (1) (3) 
der isoelektrische Punkt sowohl des durch Thrombin wie des durch 
Hitzeeinwirkung gebildeten Fibrins naher dem Neutralpunkt als der 
des genuinen Fibrinogens. Klinke und Ballowitz konnten dies bestatigen 
und weiterhin nachweisen, daB der isoelektrische Punkt des Thrombin- 
fibrins und der des Hitzefibrins innerhalb der Fehlergrenzen iden- 
tisch sind. 

7. Vorbehandlung des Fibrinogens durch Extraktion mit Ather 
oder Petrolither erschwert bzw. verhindert beim Fibrinogen dessen 
Gerinnung durch Thrombin (Rumpf, Wéhlisch und Kiesgen) und er- 
schwert dessen Warmedenaturierung (Wdhlisch und Kiesgen). Es liegen 
hier offenbar ganz aihnliche Verhaltnisse vor wie beim Albumin, dessen 
Denaturierung nach Bancroft und Rutzler ebenfalls durch Atherextrak- 
tion verhindert werden kann. 

8. Durch Harnstoff in hGheren Konzentrationen kann nach unlangst 
ver6ffentlichten Untersuchungen aus unserem Institut (Diebold und 
Jiihting) sowohl die Umwandlung des Fibrinogens durch Warme wie 
durch Thrombin gehemmt werden. 

9. Das durch Hitzeeinwirkung und durch Thrombineinwirkung ge- 
bildete lésliche Profibrin stimmen in ihren Eigenschaften vollig iiberein 
[ A ptz (2)]. 

10. Sowohl das Hitzefibrin wie das Thrombinfibrin geben die fiir 
denaturierte Proteine kennzeichnende Nitroprussidreaktion (Diebold 
und Jiihling). 

MuB nach diesen Befunden der Denaturasencharakter des Throm- 
bins als sehr wahrscheinlich angesehen werden, so ist eine weitere Ver- 
tiefung unserer Kenntnisse vom Wesen der Thrombinwirkung vor allem 
von einer Aufklarung des Vorganges der EiweiBdenaturierung zu er- 
warten. Auf diesem Gebiete ist es einstweilen noch immer umstritten, 
ob die Denaturierung auf einer Hydrolyse oder auf andersartigen Ver- 
anderungen am EiweifBmolekiil beruht. 
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Fiir die Klarung dieser Fragen verspricht der von Eagle erhobene 
Befund der Gerinnung des Fibrinogens durch Papain bedeutungsvoll 
zu werden. Nach den Ergebnissen unserer Arbeit besteht eine so weit- 
gehende Ubereinstimmung der Wirkungen des Thrombins und des 
Papains auf das Fibrinogen, daB man daran denken kénnte, auch die 
erste, zur Gerinnung des Fibrinogens fiihrende Phase der Papain- 
wirkung als eine Denaturierung aufzufassen und andererseits, wie dies 
Eagle bereits geauBert hat, aus Analogiegriinden dem Thrombin ebenso 
wie dem Papain eine hydrolysierende Funktion zuzuschreiben. Die Er- 
forschung der Umwandlung des Fibrinogens durch das Thrombin kénnte 
so vielleicht Wesentliches zur Klarung der allgemeineren Fragen nach 
dem Wesen der EiweiBdenaturierung beitragen. Jedoch sind dies einst- 
weilen nur Vermutungen, die noch eingehend auf ihre Richtigkeit 
geprift werden miissen. 


Ob wirklich die Gerinnung des Fibrinogens durch das Papain 
mit einer Denaturierung verbunden ist, laBt sich leider nicht mittels der 
Hopkinsschen Nitroprussidreaktion entscheiden, da die Lésungen des 
Papains selbst einen stark positiven Ausfall dieser Reaktion ergeben. 
Aussichtsreich erscheint es, die Vorginge bei der Gerinnung des Fi- 
brinogens auf polarographischem Wege zu verfolgen, da Wenig und 
Jirovec kiirzlich den Nachweis erbringen konnten, daB eine Denatu- 
rierung von Proteinen durch ultraviolettes Licht in der polarographischen 
Strom-Spannungskurve zu charakteristischen Verdinderungen fiihrt. 
Uber Versuche in dieser Richtung hoffen wir bald berichten zu kénnen. 


Zusammenfassung. 


1. Unvollstandige thermische Vordenaturierung des Fibrinogens 
férdert dessen Gerinnung durch Thrombin. Erhéhung der Kochsalz- 
konzentration der Fibrinogenlésung steigert diesen Effekt, ebenso 
Zusatz von etwa 10°, Harnstoff. Bei Verwendung von verdiinntem 
Oxalatplasma an Stelle einer Fibrinogenlésung tritt der férdernde 
Einflu8 der thermischen Vordenaturierung auf die Thrombingerinnung 
besonders deutlich in Erscheinung. 

2. Auch durch unvollstaéndige Vordenaturierung des Fibrinogens 
durch Einwirkung von 25°, Harnstoff bei 37°C laBt sich eine For- 
derung der Thrombingerinnung des Fibrinogens erzielen. 

3. Durch eine nicht bis zur Gerinnung fiihrende Vorbehandlung 
mit Thrombin wird die Warmedenaturierung des Fibrinogens geférdert. 

4. Die Angabe von Eagle, daB Papain Fibrinogenlésungen zur 
Gerinnung bringt, konnte bestatigt werden. 

5. Die Papaingerinnung wird durch unvollstindige thermische 
Vordenaturierung des Fibrinogens in ahnlicher Weise geférdert wie die 
Thrombingerinnung. 
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6. Die Papaingerinnung des Fibrinogens wird durch eine nicht bis zur 
Gerinnung fiihrende Vorbehandlung des Fibrinogens mit Thrombin in ahn- 
licher Weise gefordert wie die thermische Denaturierung des Fibrinogens. 

7. Die funktionelle Abhangigkeit der Gerinnungszeit von der 
Fibrinogenkonzentration bei Konstanz der Fermentkonzentration 1aBt 
bei Thrombin und Papain einen grundsitzlich gleichartigen Verlauf 
erkennen: in beiden Fallen findet sich namlich ein Minimum der 
Gerinnungszeit bei einer bestimmten Fibrinogenkonzentration. Ob das 
Minimum fiir beide Fermente an der gleichen Stelle gelegen ist, bedarf 
noch weiterer Untersuchung. 

8. Die mitgeteilten Befunde stehen in Ubereinstimmung mit der 
Arbeitshypothese, daB das Thrombin ein denaturierendes Ferment 
— eine spezifische Fibrinogen-Denaturase — vorstellt. Die Analogien 
in der Thrombin- und Papainwirkung deuten auf Beziehungen der 
Fibrinogengerinnung und, dariiber hinaus, der Eiwei8denaturierung zur 
EiweiBhydrolyse hin. 
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Untersuchungen iiber Eiwei8-Alkali-Schwermetallverbindungen. 
VI. Mitteilung: 
Studien zur Biuretreaktion. 
Von 
Hans Jesserer und Fritz Lieben. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat in Wien.) 


(Eingegangen am 30. Mai 1938.) 


Die vorliegende Arbeit stellt eine Fortsetzung unserer Unter- 
suchungen iiber die Biuretreaktion sowie die Verbindungen des Nickels 
und Kobalts mit EiweiBkérpern in alkalischer Lésung dar!. Wir dehnten 
unsere Studien auf verschiedene Metalle aus, hielten uns aber hierbei 
streng an die von uns in den friiheren Arbeiten angegebenen Versuchs- 
bedingungen, um zu vergleichbaren Resultaten zu gelangen. Im Rahmen 
dieser Arbeit stellten wir Versuche mit Gold, Zink, Quecksilber, Wismut, 
Cadmium, Uran, Titan, Chrom, Blei, Aluminium und Zinn an. 


1. In Erganzung unserer schon veréffentlichten Untersuchungen 
iiber Kobalt-EiweiBverbindungen stellten wir Kobaltcasein in fester 
Form dar und untersuchten dessen Zusammensetzung und Eigen- 
schaften. Wir gingen dabei in folgender Weise vor: 


10g Casein (Hammarsten) wurden in Wasser aufgeschwemmt, durch 
Zusatz von 100cem 30 %iger NaOH in Lésung gebracht, eine Lésung von 
10 ¢ krist. CoSO, in Wasser hinzugefiigt und das ganze auf ein Volumen 
von 1000cem gebracht (d.h. eine 1°,ige Caseinlésung in 3% NaOH). 
\iese EiweiBlésung wurde mit dem ausgefallenen Co(OH), 48 Stunden im 
Luftstrom gemischt und danach iiberschiissiges Hydroxyd abfiltriert. 
Wir erhielten auf diese Weise eine rotbraune, klare Lésung, welche in 50 eem 
(entsprechend 4/, g Casein) 17,4 mg Co enthalt?. Diese Lésung von Kobalt- 
casein wurde nun 6 Tage gegen dest. Wasser dialysiert, wodurch wir eine 
rotbraune, klare, gegen Lackmus neutral reagierende Fliissigkeit erhielten. 
Diese wurde auf dem Wasserbad zur Trockne gebracht, der Riickstand 
pulverisiert und im Exsikkator iiber CaCl, nochmals bei 100° 24 Stunden 
nachgetrocknet. 


2. Festes Kobaltcasein ist eine rostbraune, an der Luft bestandige 
Substanz, leicht léslich in w 1 Wasser mit rothrauner Farbe unc 
Substanz, leicht léslich in warmem W r mit rothrauner Farbe und 
neutraler Reaktion. Verdiinnte Alkalien lésen sie ebenfalls unter Bildung 


1 F. Lieben u. H. Jesserer, diese Zeitschr. 285, 36, 1936; 287, 84, 1937; 
292, 403, 1937; H. Jesserer, ebenda 287, 71, 1936; R. Kretschmayer u. 
H. Jesserer, ebenda 292, 419, 1937. — ? Vgl. hierzu H. Jessereru. F. Lieben, 
ebenda 292, 403, 1937 und zwar S. 407. 
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6. Die Papaingerinnung des Fibrinogens wird durch eine nicht bis zur 
Gerinnung fiihrende Vorbehandlung des Fibrinogens mit Thrombin in ahn- 
licher Weise geférdert wie die thermische Denaturierung des Fibrinogens. 

7. Die funktionelle Abhangigkeit der Gerinnungszeit von der 
Fibrinogenkonzentration bei Konstanz der Fermentkonzentration aft 
bei Thrombin und Papain einen grundsiatzlich gleichartigen Verlauf 
erkennen: in beiden Fallen findet sich namlich ein Minimum der 
Gerinnungszeit bei einer bestimmten Fibrinogenkonzentration. Ob das 
Minimum fiir beide Fermente an der gleichen Stelle gelegen ist, bedarf 
noch weiterer Untersuchung. 

8. Die mitgeteilten Befunde stehen in Ubereinstimmung mit der 
Arbeitshypothese, daB das Thrombin ein denaturierendes Ferment 
— eine spezifische Fibrinogen-Denaturase — vorstellt. Die Analogien 
in der Thrombin- und Papainwirkung deuten auf Beziehungen der 
Fibrinogengerinnung und, dariiber hinaus, der Eiweifdenaturierung zur 
EiweiBhydrolyse hin. 


Literatur. 


K. Apitz, 1) Zeitschr. f. exper. Med. 101, 552, 1937; 2) ebenda 102, 202, 
1937. — W. D. Bancroft u. I. E. Rutzler, J. of phys. Chem. 35, 144, 1931. — 
Th. Bersin, Ergebn. d. Enzymforsch. 4, 68, 1935. — M. Bleibtreu, Pfliigers 
Arch. 218, 642, 1926. — J. Bordet, C. r. Soe. Biol. Paris 88, 576, 1920. — 
W. Diebold u. L. Jiihling, diese Zeitschr. 296, 389, 1938. — S. R. Douglas 
u. L. Colebrook, Lancet 2, 180, 1916. —“H. Eagle u. T. N. Harris, J. of gen. 
Physiol. 20, 543, 1937. — A. Fischer, diese Zeitschr. 270, 261, 1934. — 
Derselbe, Zeitschr. f. physik. Chem. (A) 176, 260, 1936. —- Derselbe, Enzymolo- 
gia 1/1, 85, 1936. — C. Fod, Arch. di Fisiol. 10, 479. —- W. N. Heard, J. of 
Physiol. 51, 294, 1917. — F. G. Hopkins, Nature 30, 328 u. 383, 1930. — 
W.H. Howell, Proc. of the inst. of med. of Chicago 1925. — K. Klinke, 
1) Klin. Wochenschr. 10, 869, 1931; 2) in Medizin. Kolloidlehre, herausgeg. 
v. Lichtwitz, Liesegang u. Spiro, 8. 433, Dresden u. Leipzig 1935. — 
K. Klinke u. G. Elias, Zeitschr. f. exper. Med. 77, 717, 1931. — K. Klinke 
u. K. Ballowitz, ebenda 84, 224, 1932. — J. Kiihnau u. V. Morgenstern, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 227, 145, 1934. —- J. Mellanby, 1) Proc. Roy. 
Soc. London (B) 117, 352, 1935; 2) ebenda 113, 93, 1933; 3) J. of Physiol. 
88, 28, 1909. — L. Michaelis u. H. Davidsohn, diese Zeitschr. 33, 456, 1911. — 
P. Morawitz, Oppenheimers Handb. d. Biochem., 2. Aufl., 6, 63, 1923. — 
P. Rona, Praktikum d. physiol. Chem. I, 8. 347, Berlin 1931. — Fr. Rumpf, 
diese Zeitschr. 55, 101, 1913. — H. Strughold u. EB. Wéhlisch, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 228, 267, 1934. —- Waldschmidt-Leitz, Stadler u. Steigerwald, 
Naturwiss. 16, 1027, 1928; Zeitschr. f. physiol. Chem. 188, 39, 1929. — 
K. Wenig u. O. Jirovec, diese Zeitschr. 295, 405, 1938. — E. Wohlisch, 
1) Klin. Wochenschr. 2, 1073, 1923; 2) ebenda 2, 1801, 1923; 3) Zeitschr. f, 
exper. Med. 40, 137, 1924; 4) Klin. Wochenschr. 3, 839, 1924; 5) ebenda 4, 
1022, 1925; 6) Ergebn. d. Physiol. 28/1, 443, 1929; 7) Klin. Wochenschr. 
11, 118, 161, 1932. — EB. Wéhlisch, W. Diebold u. O. Kiderlen, Pfliigers Arch. 
237, 599, 1936. —- BE. Wohlisch u. A. Kiesgen, diese Zeitschr. 285, 200, 1936. - 
E. Wohlisch u. A. Neugschwender, ebenda 292, 196, 1937. M. Yamada, 
ebenda 87, 273, 1918. 





Untersuchungen iiber Eiwei8-Alkali-Schwermetallverbindungen. 
VI. Mitteilung: 
Studien zur Biuretreaktion. 
Von 
Hans Jesserer und Fritz Lieben. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat in Wien.) 


(Eingegangen am 30. Mai 1938.) 


Die vorliegende Arbeit stellt eine Fortsetzung unserer Unter- 
suchungen iiber die Biuretreaktion sowie die Verbindungen des Nickels 
und Kobalts mit Eiwei8kérpern in alkalischer Lésung dar!. Wir dehnten 
unsere Studien auf verschiedene Metalle aus, hielten uns aber hierbei 
streng an die von uns in den friiheren Arbeiten angegebenen Versuchs- 
bedingungen, um zu vergleichbaren Resultaten zu gelangen. Im Rahmen 
dieser Arbeit stellten wir Versuche mit Gold, Zink, Quecksilber, Wismut, 
Cadmium, Uran, Titan, Chrom, Blei, Aluminium und Zinn an. 


1. In Erganzung unserer schon veréffentlichten Untersuchungen 
iiber Kobalt-EiweiBverbindungen stellten wir Kobaltcasein in fester 
Form dar und untersuchten dessen Zusammensetzung und Eigen- 
schaften. Wir gingen dabei in folgender Weise vor: 


10g Casein (Hammarsten) wurden in Wasser aufgeschwemmt, durch 
Zusatz von 100cem 30 %iger NaOH in Lésung gebracht, eine Lésung von 
10 g krist. CoSO, in Wasser hinzugefiigt und das ganze auf ein Volumen 
von 1000cem gebracht (d.h. eine 1°,ige Caseinlésung in 3° NaOH). 
Diese EiweiBlésung wurde mit dem ausgefallenen Co(OH), 48 Stunden im 
Luftstrom gemischt und danach iiberschiissiges Hydroxyd abfiltriert. 
Wir erhielten auf diese Weise eine rotbraune, klare Lésung, welche in 50 ecm 
(entsprechend !/, g Casein) 17,4 mg Co enthalt®. Diese Lésung von Kobalt- 
casein wurde nun 6 Tage gegen dest. Wasser dialysiert, wodurch wir eine 
rotbraune, klare, gegen Lackmus neutral reagierende Fliissigkeit erhielten. 
Diese wurde auf dem Wasserbad zur Trockne gebracht, der Riickstand 
pulverisiert und im Exsikkator iiber CaCl, nochmals bei 100° 24 Stunden 
nachgetrocknet. 


2. Festes Kobaltcasein ist eine rosthraune, an der Luft bestandige 
Substanz, leicht léslich in warmem Wasser mit rothbrauner Farbe und 
neutraler Reaktion. Verdiinnte Alkalien lésen sie ebenfalls unter Bildung 


1 F. Lieben u. H. Jesserer, diese Zeitschr. 285, 36, 1936; 287, 84, 1937; 
292, 403, 1937; H.Jesserer, ebenda 287, 71, 1936; R. Kretschmayer u. 
H. Jesserer, ebenda 292, 419, 1937. — ? Vgl. hierzu H. Jessereru. F. Lieben, 
ebenda 292, 403, 1937 und zwar S. 407. 
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einer rotbraunen Lésung, verdiinnte Sauren fallen die Verbindung aus 
ihren Lésungen aus, ohne sie jedoch zu zersetzen. Die reine, trockene 
Substanz enthielt bei der Analyse 11,3 °% N, 3,21°% Co und 4,7 % Na}. 


II. Goldeasein. 


1. Von weiteren Metallen untersuchten wir zuerst das Verhalten 
von (old gegeniiber einer alkalischen Caseinlésung. In mehreren Ver- 
suchen gingen wir, in Anlehnung an unsere friiheren Versuchsbedin- 
gungen, in folgender Weise vor: 


Z. B. 2 g Casein (Hammarsten) wurden in etwas Wasser aufgeschwemmt 
und durch Zusatz von 10 cem 30%iger NaOH in Lésung gebracht. Zu 
dieser Caseinlésung fiigten wir eine Lésung von | g Goldchlorid (Kahlbaum) 
hinzu und brachten das Gemisch auf ein Volumen von 100 ccm (d. h. eine 
2 %ige Caseinlésung in 3% iger NaOH). Dabei fiel ein Teil des qugesetzten 
Goldes als Hydroxyd aus, ein Teil jedoch ging offenbar als Aurat in der 
iiberschiissigen Lauge in Lésung. Dieser Ansatz wurde unter gelegentlichem 
Umschiitteln 14 Tage stehengelassen und nach dieser Zeit vom ungelésten 
Goldriickstand filtriert. 


Ein auf diese Weise ausgefiihrter Ansatz ist unmittelbar nach der 
Bereitung gelbbraun gefarbt. Im Laufe der Zeit geht jedoch diese 
Farbe iiber Braun in ein prachtvolles Rubinrot iiber, welches dann 
unverandert bestehen bleibt. 

Um zu untersuchen, ob diese Rotfarbung der anfangs gelbbraunen 
Lésung etwa auf eine Lichtwirkung zurtickzufiihren sei — fiir die Méglichkeit 
einer solchen Ursache sprachen von uns gemachte Beobachtungen beim 
Silbercasein —, lieBen wir einen wie oben bereiteten Ansatz 14 Tage im 
Dunkeln stehen. Auch diese Lésung farbte sich aber in gleicher Weise rot, 
was diese Méglichkeit also ausschlieBt. 

Es war nun festzustellen, ob das Eiweif mit dem Gold eine Ver- 
bindung eingegangen war oder ob das in der Lésung vorhandene Gold 
nur.in der Form eines Aurats vorhanden war. Um das zu entscheiden, 
unterzogen wir die in der oben beschriebenen Weise gewonnenen 
Lésungen einer langerdauernden Dialyse. Dabei konnten wir feststellen, 
da der Goldgehalt dieser Lésungen anfangs abnahm, sich aber schlieB- 
lich auf einen bestimmten Wert einstellte, der dann auch bei lang 
dauernder Dialyse konstant blieb. 

Z. B.: Auf 1/,g Casein entfielen vor der Dialyse 122,2 mg Au, nach 
3 Tagen 65,6 mg, nach 4 Tagen 60,7 mg und nach 14 Tagen 58,5 mg Au?. 
1/,g Casein bindet also 58,5 mg Gold. 


1 Die Stickstoffbestimmung wurde nach der Methode von Kjeldahl 
ausgefiihrt, die Kobaltbestimmung nach vorheriger Veraschung der organi- 
schen Substanz mittels konz. H,SO,, nach der Methode von Engle u. Gustar- 
son (vgl. hierzu H. Jesserer, diese Zeitschr. 287, 71, 1936, S. 79), die 
Natriumbestimmung als Sulfat nach Abrauchen mit konz. Schwefelséiure. 

- 2 Die Goldbestimmung wurde so ausgefiihrt, daB eine gemessene Menge 
der zu untersuchenden Lésung in einem Mikro-Kjeldahl-Kélbchen mittels 
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Der in zahlreichen Versuchen seinerzeit fiir Kupfer gefundene Wert 
betragt 56,7 mg Cu pro !/, g Casein. Rechnet man diese beiden Werte 
auf Atomzahlen um, dann entfallt fiir die gleiche EiweiBmenge recht 
genau auf 3 Atome Cu ein Atom Au, ein Verhaltnis, das dem seinerzeit 
beim Kobalt gefundenen gleicht. Mit dem Kobaltcasein weist das 
Goldcasein auch insofern eine gewisse Ubereinstimmung auf, als es 
ebenso wie dieses durch verdiinnte Sauren nicht zerlegt wird, was beim 
Kupfer-, Nickel- und Silbercasein augenblicklich der Fall ist. 


2. Um dieses gefundene Verhaltnis 3Cu:1 Au noch in anderer 
Weise zu stiitzen, fiihrten wir auch hier einen sogenannten ,,Ver- 
dringungsversuch‘ wie seinerzeit beim Kobaltcasein aus!. Wir fiigten 
zu einer roten Goldcaseinlésung, die Gold maximal aufgenommen hatte, 
einen Uberschu8 von Kupfer hinzu und untersuchten, ob von der 
Lésung Kupfer aufgenommen bzw. ob etwa vom eingetretenen Kupfer 
Gold verdraingt worden war. 

Das Ergebnis dieses Versuchs war folgendes: Fiigt man zu einer 
an Gold gesattigten Caseinlésung Kupfer hinzu, dann wird der Gold- 
gehalt der Lésung dadurch nicht verandert. Die Lésung nimmt hin- 
gegen Kupfer auf, und zwar in einer Menge, die genau zwei Drittel 
jener entspricht, die von einer reinen, also nicht goldhaltigen Casein- 
lésung aufgenommen wird. Das gleiche Verhalten hatten wir friiher 
beim Kobaltcasein feststellen kénnen. Auch dieser Versuch weist also 
auf das gefundene Verhaltnis 3 Cu: 1 Au hin. 

3. Ein Teil der dialysierten roten Goldcaseinlésung wurde auf dem 
Wasserbad zur Trockene gebracht und auf diese Weise Goldcasein in 
fester Form dargestellt. 

Festes Goldcasein ist ein rotes, an der Luft bestandiges Pulver, 
leicht léslich in warmem Wasser mit rubinroter Farbe und neutraler 
Reaktion. Beim Lésen der Substanz in Wasser verbleibt kein Riick- 
stand, der auf eine Beimengung von metallischem Gold hinweisen wiirde. 
Durch verdiinnte Saéuren wird die Verbindung nicht zersetzt. Die 
Analyse dieses Produktes ergab 11,17°, N, 10,3°% Au und 2,0% Na®. 


konz. H,SO, unter Zusatz eines Kristalls von CuSO, verascht wurde. 
Dabei schied sich das Gold in Form kleiner Kérner elementar ab. Diese 
Goldkérner wurden auf einem aschefreien Filter gesammelt, gewaschen und 
sodann die Spitze des Filters, in welcher sich die Goldkérner befanden, 
abgeschnitten, in einem Porzellantiegel das Papier verbrannt und das 
zurtickbleibende Gold gewogen. Diese Methode gestattete es, Au- und 
N-Bestimmung in einem Arbeitsgang auszufiihren, was gerade in unserem 
Falle wegen der geringen Menge der zur Verfiigung stehenden Substanz selir 
von Nutzen war. 
1 Vgl. hierzu F. Lieben u. H. Jesserer, diese Zeitschr. 287, 84, 1936. 

2 Die Bestimmung von Stickstoff, Gold und Natrium wurde in der gleichen 
Weise wie friiher angegeben ausgefiihrt. Siehe FuBnote 1 und 2 auf 
S. 370. 








Se a oe 





Siz H. Jesserer u. F. Lieben: 


4. Versetzt man eine rote, alkalische Lésung von Goldcasein mit 
etwas Zinkstaub, dann tritt im Laufe von etwa 24 Stunden unter Ab- 
scheidung des Goldes eine véllige Entfdrbung der Lésung ein. Ver- 
wendet man jedoch unter sonst gleichen Bedingungen an Stelle des 
Zinks Eisen, dann bleibt die Lésung in bezug auf Farbe und Gold- 
gehalt auch bei langem Stehen véllig unverdndert. 


III. Versuche mit Zink. 
1. Die Beobachtung der Entfarbung der Lésung durch Zink 


hatten wir auBer bei der roten Goldcaseinlésung auch schon friiher bei 
den violetten Lésungen von Kupfercasein gemacht!. Wir nahmen 
vorlaufig an, daB unter unseren Versuchsbedingungen auch das Zink 
mit dem Casein eine Verbindung eingeht und dabei das Kupfer bzw. 
Gold — offenbar infolge einer gr6éBeren Affinitét zum EiweiB — aus 
seinen Verbindungen verdrangt. Wir versuchten daher Zinkcasein in 
reiner Form herzustellen und seine stéchiometrischen Verhiltnisse zu 
studieren. Wir gingen dabei in folgender Weise vor: 

2,5 g Casein (Hammarsten) wurden in etwas Wasser aufgeschwemmt 
und durch Zusatz von 25 cem 30 %iger NaOH in Lésung gebracht, sodann 
wurde eine Lésung von 2,5 g Zinksulfat (p. a. Kahlbauwm) in Wasser hinzu- 
gefiigt und das Gemisch auf ein Volumen von 250 cem gebracht (d. h. 1 %ige 
Lésung von Casein in 3%iger NaOH). 

Bei dieser Form des Ansatzes erhielten wir eine klare Lésung, da 
ja das anfangs ausfallende Zn(OH), im UberschuB der Lauge als Zinkat 
in Lésung ging. Um nun den nicht an das Eiwei8 gebundenen Anteil 
des Zinks aus der Lésung zu entfernen, unterzogen wir die Lésung einer 
langer dauernden Dialyse, in der Annahme, daB das Zinkat aus der 
Lésung herausdiffundieren, waihrend das Zinkcasein im Innern des 
Dialysierschlauches verbleiben wiirde. Um ein MaB fiir die notwendige 
Dauer der Dialyse zu besitzen, bereiteten wir gleichzeitig eine reine 
Zinkatlésung und dialysierten beide Lésungen gegen dest. Wasser so 
lange, bis diese Kontrollésung frei von Zink war. 

Kontrollésung: 2,5g Zinksulfat (p.a. Kahlbaum) in Wasser gelést 

+ 25 ecem 30°%iger NaOH wird mit Wasser auf ein Volumen von 250 cem 
gebracht. 

Bei der Dialyse gegen destilliertes Wasser bildete sich in beiden 
Lésungen nach einiger Zeit ein weiBer Niederschlag von Zn(OH),. 
Filtrierte man diesen Niederschlag ab, so bekam man zwei klare, neutral 
reagierende Lésungen, in welchen, mit Ausnahme von geringen Spuren, 
mit H,S in essigsaurer Lésung kein Zink nachweisbar war. 


1 Vgl. hierzu F. Liebenu. H. Jesserer, diese Zeitschr. 287, 84, 1936 und 
zwar §. 85. 
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Nun war aber diese Ausfiihrung des Versuchs noch kein sicherer 
Beweis gegen das Bestehen einer Zink-EiweiBverbindung. Denn die 
moglicherweise schon gebildete Verbindung hatte durch die Dialyse 
gegen dest. Wasser vielleicht. zerstért werden kénnen, eine Beobachtung, 
die wir seinerzeit beim Nickelcasein gemacht hatten!'. Um diese Méglich- 
keit auszuschlieBen, dialysierten wir zwei in gleicher Weise hergestellte 
Lésungen gegen 3 °%,ige Natronlauge bis zur Zinkfreiheit der Kontrolle. 
Dabei bildete sich wohl kein Niederschlag, die beiden Lésungen waren 
aber nach der Dialyse in gleicher Weise frei von Zink. Dabei ist auch 
die Dauer der Einwirkung des Zinksalzes auf das Eiweif8 ohne Be- 
deutung, wie verschiedene Versuche zeigten. Zink gibt also unter 
unseren Versuchsbedingungen mit Eiweif keine Verbindung?. 

2. Es war nun aber aufzukliren, aus welchem Grunde dann das 
Zink in der Lage war, Kupfer und Gold aus seinen Verbindungen zu 
verdrangen. Zur Klarung dieser Frage unternahmen wir folgende 
Versuche. 

Wir untersuchten zuerst, ob etwa metallisches Zink auf dem Wege 
einer nicht naiher bekannten chemischen Reaktion mit alkalischen 
EiweiBlésungen eine Verbindung eingehe. Wir fanden jedoch, daB dies 
nicht der Fall sei. 

Ferner bereiteten wir eine Lésung von Kupfercasein und ver- 
setzten die eine Halfte mit Zinkstaub, die andere mit Zinksul fat. 

10g Casein (Hammarsten), in etwas Wasser aufgeschwemmt, wurden 
durch Zusatz von 100 cem 30%iger NaOH in Lésung gebracht und mit 
einer Lésung von 10 g CuSO, in Wasser versetzt, das ganze auf ein Volumen 
von 500cem gebracht, einige Zeit geschiittelt und sodann von iiberschiissigem 
Cu(OH), filtriert. Das Filtrat war klar, tief violett und entsprach einer 


2% igen Caseinlésung in 6°%iger NaOH. Von dieser Lésung wurden 
angesetzt: 

Probe A: 200 cem mit einer Lésung von 4 g Zinksulfat (p. a. Kahlbaum) 
in Wasser und das ganze auf ein Volumen von 400 cem gebracht (d. h. 
1% ige Caseinlésung in 3% iger NaOH). 

Probe B: 200 cem mit 4g Zinkstaub (p. a. Kahlbaum) und mit Wasser 
auf ein Volumen von 400 ccm gebracht. 

Beide Proben standen 5 Tage und wurden sodann filtriert. 


Nach dieser Zeit war die Probe mit Zinksulfat (A) unverdndert 
violett, wihrend sich die Probe mit metallischem Zink (B) bis auf ein 
schwaches Rosa fast vdéllig entfdrbt hatte. 

Beide Lésungen wurden nun zur Entfernung des gelésten Zinkats 
5 Tage gegen dest. Wasser dialysiert und sodann nach Veraschung der 


1 Vgl. hierzu H. Jesserer u. F. Lieben, diese Zeitschr. 292, 403, 1937. 
— ® DaB Zink unter anderen Bedingungen mit Eiweif Verbindungen 
einzugehen vermag, ist bekannt; vgl. hierzu W. Pauli u. M. Schén, diese 
Zeitschr. 158, 253, 1924. 
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organischen Substanz mittels konz. H,SO, der Kupfer- und Zinkgehalt 
bestimmt?. 

Das Ergebnis dieses Versuchs ist in der folgenden Tabelle wieder- 
gegeben. 





Kupiergehalt Abnahme 
Farbe  pro!/,gCasein Zinkgehalt des Cu 
mg ar) 
URINE in xa vas cap ssl asses violett 56,7 -- — 
vs + Zinksulfat ...... ‘ 57,0 0 0 
= -+ Zinkmetall ..... rosa 4,3 0 92,4 


Wie aus diesen Versuchen hervorgeht, ist die Entfarbung einer 
Goldcasein- bzw. Kupfercaseinlésung durch Zinkstaub nicht als eine 
Verdréngung eines Metalls durch ein anderes anzusehen”?. Das Zink 
spielt vielmehr in den alkalischen Lésungen nur die Rolle eines Wasser- 
stofferzeugers und der Wasserstoff ist es, welcher die genannten Metalle 
aus ihren Verbindungen abscheidet. Um diese Wirkung des Wasserstoffs 
genauer zu studieren, unternahmen wir die folgenden Versuche. 


Wenn die Annahme, da der Wasserstoff das tatsichlich wirksame 
Agens sei, richtig ist, dann miiBten prinzipiell alle Metalle, welche in 
alkalischen Lésungen Wasserstoff zu entwickeln vermégen, imstande 
sein, die genannten Lésungen zu entfarben. Dies ist auch tatsachlich 
der Fall. Ebenso wie Zink verhalten sich auch metallisches Aluminium, 
Zinn und Magnesium. Es miiBte ferner eine solche Entfarbung um so 
rascher vonstatten gehen, je intensiver die Wasserstoffentwicklung ist. 
Auch diese Tatsache konnten wir experimentell bestatigen. Das sehr 
wirksame Zink und Zinn entfarben bedeutend rascher, als das wesentlich 
unwirksamere Magnesium; Zinkstawh wirkt rascher als granuliertes Zink 
und_es lauft die vollstandige Entfarbung einer roten Goldcaseinlésung 
durch Zink bei alkalischer Reaktion in einer Zeit von 12 bis 24 Stunden 
ab, wahrend sie bei saurer Reaktion*® in wenigen Minuten beendet ist. 
SchlieBlich miiBte man nach obiger Annahme noch fordern, daB eine 
Entfarbung der Lésungen dann ausbleibt, wenn keine Wasserstoff- 
entwicklung stattfindet. Auch dies konnte gezeigt werden: Setzt man 
Zinkstaub zu einer dialysierten — also neutral reagierenden — Gold- 
casein- bzw. Kupfercaseinlésung zu, dann bleibt die Farbe der Lésung 
auch bei tagelanger Einwirkung des Metalls voéllig wnverdndert. Aus 


1 Beziiglich der Kupferbestimmungen vgl. H. Jesserer, diese Zeitschr. 
287, 71, 1936 und zwar S. 72. — ? Da&B Verdrangungen bei Eiweif-Metall- 
verbindungen méglich sind, wurde in einer friiheren Arbeit beschrieben. 
Vel. hierzu F. Lieben u. H. Jesserer, diese Zeitschr. 287, 84, 1936, Ab- 
schnitt IV. — * Goldeasein wird durch Saéurezusatz allein nicht zerstért 
(s. oben). 
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dem gleichen Grunde sind auch Metalle oder Metallsalze, welche keinen 
Wasserstoff zu entwickeln vermégen, unwirksam, wie z. B. metallisches 
Eisen oder Zinksulfat (s. oben). 

Aus allen diesen Versuchen ergibt sich demnach die Tatsache, daB 
bei der Entfarbung alkalischer Lésungen von Metall-Eiwei8verbindungen 
durch elementare Metalle der nascierende Wassersto{f die wirksame 
Substanz darstellt. Warum der Wasserstoff wohl Kupfer und Gold 
aus ihren EiweiBverbindungen abzuscheiden vermag, nicht aber Nickel 
und Kobalt!, bleibt ungeklart. Vielleicht spielen dabei prinzipielle 
Unterschiede in der Bindungsart der genannten Metalle an das EiweiB 
eine Rolle?. 

Die oben beschriebene Wirkung des Wasserstoffs wurde schon friiher? 
von uns beobachtet, ohne aber damals richtig gedeutet worden zu 
sein. Bei Versuchen mit Natriumamalgam fanden wir eine Rotfdrbung 
violetter Kupfercaseinlésungen unter Abscheidung von Kupfer. Auch 
diese Beobachtung deutet auf die entsprechende Rolle des Wasserstoffs bei 
der Entfarbung solcher Lésungen hin. 

4. Es blieb nun noch zu untersuchen, ob bei der erwahnten Ab- 
scheidung des Metalls aus seiner EiweiSverbindung das Protein hin- 
sichtlich seines Metallbindungsvermégens verindert wird. Zur Klarung 
dieser Frage stellten wir folgenden Versuch an: 

Eine wie friiher bereitete 2°,ige Kupfercaseinlésung wurde mit Zink- 
staub versetzt und bis zur Rosafarbung der Lésung stehengelassen. Sodann 
wurde vom Zink filtriert, 50 cem des Filtrats mit 5cem 30°%iger NaOH 
und einer Lésung von 1 g CuSO, in Wasser versetzt und mit Wasser auf 
ein Volumen von 100 cem gebracht, geschiittelt und vom ungelésten Cu(OH), 
filtriert (1 %ige Caseinlésung). 50 cem dieser Lésung — entsprechend !/, g 
Casein — wurden nach Newmann verascht und der Kupfergehalt bestimmt. 
Er betrug 56,5 mg Cu, entsprach also dem sonst in zahlreichen Versuchen 
gefundenen Wert. 

Das Eiwei8 wird also durch die Einwirkung des Wasserstoffs 
hinsichtlich seines Metallbindungsvermégens nicht verdndert. Die 
Abscheidung und Aufnahme des Metalls stellt vielmehr einen voll- 
standig reversiblen Vorgang dar. 

IV. 

Bei der Untersuchung weiterer Metalle auf ihre Fahigkeit, mit 
alkalischen EiweiBlésungen Verbindungen einzugehen, konnten wir zwei 
Gruppen von Substanzen unterscheiden. Die erste umfaBt jene Metalle, 

1 Vgl. hierzu H. Jesserer u. F. Lieben, diese Zeitschr. 292, 403, 1937, 
Absatz II/3. — #* Fiir diese Annahme wiirden Beobachtungen beim Kupfer- 
Biuret sprechen, bei welchem durch metallisches Zink wohl sehr rasch das 
,»sblaue‘‘ Cu, nur sehr langsam aber das ,,rote‘‘ Cu abgeschieden wird. Vegl. 


hierzu H. Jesserer, diese Zeitschr. 287, 72, 1936, Absatz IV /4. — 3? F. Lieben 
u. H. Jesserer, ebenda 287, 84, 1936 und zwar S. 85. 
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welche in alkalischer Lésung unlésliche Hydroxyde bzw. Oxyde liefern. 
Dieser Gruppe waren die von uns im folgenden untersuchten Metalle 
Mangan, Quecksilber, Wismut, Cadmium, Uran und Titan zuzuordnen. 
Bei diesen K6érpern verwendeten wir die gleiche Versuchsanordnung 
wie friiher beim Kupfer, Kobalt und Nickel. In einer zweiten Gruppe 
konnten jene Metalle zusammengefaBt werden, deren Hydroxyde im 
UberschuB der Lauge in Lésung gingen, also Chrom, Blei, Zinn und 
Aluminium. Bei diesen Kérpern gingen wir so vor, daB wir die ent- 
sprechenden Lésungen — Gemische aus der Eiwei8lésung und dem 
im UberschuB der Lauge gelésten Metallhydroxyd — so lange gegen 
3 °%ige NaOH dialysierten, bis eine in gleicher Weise hergestellte Kon- 
trollésung, welche nur das geléste Metallhydroxyd ohne EiweiB ent- 
hielt, frei vom entsprechenden Metall war!?. 

Ein solcher Ansatz wurde z. B. in folgender Weise bereitet: 1 g Casein 
in etwas Wasser aufgeschwemmt und durch Zusatz von 10 ccm 30 %iger 
NaOH in Lésung gebracht. Dazu wurde eine Lésung von 1 g krist. Mn SO, 
in Wasser hinzugefiigt und das ganze auf ein Volumen von 100 ccm gebracht 
(d. h. 1°%ige Caseinlésung in 3 %iger NaOH). 

Die Ergebnisse dieser Versuche sind im folgenden zusammen- 
gestellt. 

1. Mangan. Die wie beim Kupfer hergestellten Ansaétze wurden mit 
dem ausgefallenen Mn(OH), 24 Stunden im MeBkolben stehengelassen und 
nach dieser Zeit ein Teil abfiltriert. Der Rest wurde mit dem Hydroxyd 
8 Stunden im Luftstrom geschiittelt, bis der anfangs weiBe Niederschlag 
tief schwarzbraun war und sodann abfiltriert. Beide Filtrate waren in 
gleicher Weise blaB braunlich gefarbt, alle Proben auf Mangan — nach 
vorheriger Veraschung — jedoch negativ. Mangan gibt also unter unseren 
Versuchsbedingungen keine MetalleiweiBverbindung. 

2. Quecksilber (Mercuriform). Der anfanglich gelb gefarbte Niederschlag 
von HgO farbte sich nach elftagigem Stehen dunkel unter Abscheidung 
von metallischem Hg. Das Filtrat war frei von Quecksilber (Nachweis 
mit KJ). Quecksilber in Mercuri-Form gibt mit alkalischen EiweiBlésungen 
keine Verbindung. 

DaB fiir dieses Verhalten des Quecksilbers nicht etwa das aus- 
fallende Oxyd — zum Unterschied von dem bei den friiher untersuchten 
Metallen vorhandenen Hydroxyd — die Ursache ist, geht aus dem 
Umstand hervor, daB alkalische EiweiBlésungen z. B. mit Kupferoxyd 
ohne weiteres eine maximale Biuretreaktion geben. Dies zeigt der 
folgende Versuch: 


1g krist. CuSO, wurde in Wasser gelést und nach Zusatz von 5 cem 
30°%iger NaOH 10 Minuten lang gekocht, bis das ganze Cu(OH), in 
sehwarzes CuO iibergefiihrt war. Zu dieser Aufschwemmung wurde eine 
Lésung von 1g Casein in Lauge hinzugefiigt und das Ganze auf ein Volumen 
von 100 eem“gebracht (1 %ige Caseinlésung). Es wurde 2 Stunden im Luft- 


1 Einzelheiten s. oben unter IIT. (Versuche mit Zink). 
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strom gemischt und sodann filtriert. Das Filtrat war violett, der Kupfter- 
gehalt pro !/,g Casein betrug 47,1 mg. 


Ja sogar metallisches Kupfer — wir verwendeten zu unseren Ver- 
suchen Cuprum metall. reduct. (Kahlbaum) — gibt mit alkalischen 
Eiwei$lésungen beim langeren Schiitteln eine intensive Biuretreaktion. 
Die Ursache fiir den positiven oder negativen Ausfall unserer Versuche 


liegt also — innerhalb der entsprechenden Grenzen — am Meta!) selbst 
und nicht an der Form, in der es der EiweiBlésung zugesetzt wird. 

Die beim Quecksilber beobachtete Reduktion des Oxyds zum 
Metall konnten wir spater auch beim Wismut feststellen. Das Eiweif 
vermag also in diesen Lésungen schwach reduzierende Eigenschaften zu 
entfalten. Vielleicht beruht auch die friiher beschriebene allmahliche 
Rotfdrbung der anfangs gelbbraunen Goldcaseinlésung auf einer solchen 
Reduktion. 


Die Ergebnisse von Versuchen mit Quecksilber in Mercuro-Form 
werden aus duBeren Griinden zu einem spiteren Zeitpunkte verdéffentlicht 
werden. 

3. Wismut. Setzt man zu einer alkalischen Caseinlésung eine Lésung 
von Wismutnitrat und filtriert nach einigem Schiitteln von dem Nieder- 
schlag, dann erhalt man eine stark opaleszierende Fliissigkeit, in der Wismut 
nachzuweisen ist. Es handelt sich aber dabei nicht um eine Wismut-EiweiB- 
verbindung, sondern nur um kolloidal geléste Anteile von basischem Wismut - 
salz. Fiigt man namlich zu der EiweiBlésung eine Aufschwemmung von 
Bi(OH), hinzu, dann bekommt man nur ganz schwach opaleszierende 
Filtrate, in welechen Wismut nur in Spuren vorhanden ist. Diese Wismut- 
mengen stehen in keinem stéchiometrischen Verhaltnis zu der verwendeten 
EiweiBmenge. Wismut gibt also mit alkalischen Eiwei®Bl6sungen keine 
Verbindung. —- Der Niederschlag von Bi(OH), farbt sich beim langeren 
Stehen mit der EiweiBlésung unter Abscheidung von metallischem Bi 
dunkel (s. oben). 

4. Cadmium. Bei der iiblichen Ausfiihrung des Versuchs bekommt 
man schwach opaleszierende Filtrate. Die darin enthaltenen Cadmium- 
mengen stehen jedoch in keinem stéchiometrischen Verhaltnis zu den ver- 
wendeten EiweiBmengen. Cadmium gibt mit alkalischen Eiwei®lésungen 
keine Verbindung. 

5. Uran. Uranylsalze geben mit alkalischen EiweiBlésungen keine 
Verbindung. 

6. Titan. Versuche mit violettem TiCl, sowie mit gelbem TiCl, er- 
gaben ein vollstindig negatives Resultat. In keinem der entsprechenden 
Filtrate war Ti mit H,O, in saurer Lésung nachzuweisen. Titan gibt mit 
alkalischen EiweiBlésungen keine Verbindung. 

7. Chrom, Die wie friiher angegeben hergestellten Lésungen von 
Chromit + Casein bzw. von Chromit (Kontrolle) wurden 11 Tage gegen 
3% ige NaOH dialysiert. Nach dieser Zeit hatte sich in beiden Proben das Cr 
als griines Cr(OH), abgeschieden. Nach Filtration waren sowohl Kontrolle 
wie Caseinansatz frei von Chrom (Nachweis mit H,O, als Uberchromsiiure). 
Chrom gibt mit alkalischen EiweiBlésungen keine Verbindung. 

8. Blei. Caseinansatz und Kontrollésung waren frei von irgendeinem 
Niederschlag, da sich das anfangs ausfallende Pb(OH), im Uberschu8 der 
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Lauge léste. Beide Lésungen wurden 5 Tage gegen 3 %ige NaOH dialysiert. 
Nach dieser Zeit waren in beiden Proben nur Spuren von Pb mit H,S 
nachzuweisen. Blei gibt mit alkalischen EiweiBlésungen keine Verbindung. 

9. Aluminium- und Zinn (Stano)salze geben mit alkalischen Eiweif- 


lésungen ebenfalls keine Verbindung. 

Unsere bisherigen Erfahrungen lassen sich also in folgender Weise 
zusammenfassen : 

a) Unter den Versuchsbedingungen der Biuretreaktion geben 
folgende Metalle mit alkalischen EiweiBlésungen Verbindungen: Kupfer, 
Silber!, Gold, Nickel und Kobalt. 

b) Keine Verbindungen mit alkalischen EiweiBlésungen geben: 
Hisen*, Zink, Quecksilber 11, Mangan, Wismut, Cadmium, Uran, Titan 
Chrom, Blei, Aluminium und Zinn. 

Fiir die Zugehérigkeit zu der einen oder anderen Gruppe halten 
wir spezifische, in den Atomen selbst gelegene Ligenschaften der einzelnen 
Metalle fiir verantwortlich. 


Zusammenfassung. 


In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Metalle auf ihre 
Fahigkeit untersucht, mit alkalischen EiweiBlésungen unter den Be- 
dingungen der Biuretreaktion Verbindungen einzugehen. Es wurden 
Versuche mit Gold, Zink, Quecksilber, Mangan, Wismut, Cadmium, 
Uran, Titan, Chrom, Blei, Aluminium und Zinn angestellt. 

Die Verbindung des Goldes mit Casein wurde in festem Zustande 
isoliert und ihre Zusammensetzung untersucht. Ebenso wurde festes 
Kobaltcasein hergestellt und analysiert. 

Die Abscheidung von Metallen aus ihren Eiweifverbindungen durch 
naszierenden Wasserstoff wurde genauer studiert. 


1 Die EiweiBverbindungen des Silbers sind das Thema einer eigenen 
Abhandlung. — # Vgl. H. Jesserer u. F. Lieben, diese Zeitschr. 292, 403, 


1937, Abschnitt VIT. 











ten 
1en 


are 
Be- 
len 
im, 


ide 
tes 


rch 


1en 
03, 





Die Anderungen des Glykogengehaltes 
wihrend der Metamorphose der Kaulquappen. 
Von 
Stanislaw Bilewiez. 
(Aus dem Biologischen Institut der J6zef-Pilsudski-Universitat, Warschau.) 
(Eingegangen am 2, Juni 1938.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Im Gegensatz zu Insektenlarven wurden Kaulquappen_bisher, 
soweit mir bekannt, in bezug auf den Glykogengehalt wahrend der 
Metamorphose nicht untersucht. Andererseits stellte ich auf histo- 
chemischem Wege fest [Bilewicz (3)], daB bei Kaulquappen, die mit 
getrockneten Daphnien und frischen Geweben von Galium palustre L. 
gefiittert wurden und ohne Ausnahme die Metamorphose durchliefen, 
die -Leberzellen sehr reichlich mit Glykogen angefiillt sind; dagegen 
konnten bei Larven, die ausschlieBlich mit hartgekochtem Hiihnereigelb 
gefiittert wurden und kaum zu 30°, fahig waren, die Vorderbeine zum 
Durchbruch zu bringen, nur geringe Spuren von Glykogen in der Leber 
nachgewiesen werden. Diese Beobachtungen, die schon im voraus auch 
bei den Kaulquappen auf die Bedeutung des Glykogengehalts fiir den 
Metamorphoseproze8 hinweisen, veranlaBten mich zu den vorliegenden 


Untersuchungen. 
Methodik. 


Die Kaulquappen erhielt ich von drei Paaren von Rana temporaria L. 
mittels kiinstlicher Besamung. In jedem Laich wurde die eine Halfte der 
Larven von Anfang an mit getrockneten Daphnien und frischen, griinen 
Teilen von Haferkeimlingen, die sorgfaltig im Mérser zerkleinert waren, 
gefiittert, wahrend die zweite ausschlieBlich eine halbe Stunde lang ge- 
kochtes Hiihnereigelb, das durch ein engmaschiges Netz gerieben worden 
war, erhielt. Uber die iibrigen, sorgfaltig vereinheitlichten Zuchtbedin- 
gungen vgl. Bilewicz (3). 

Die Larven, die mit der Mischung von Daphnien und Pflanzengewebe 
gefiittert wurden, durchliefen zu 100%, die Metamorphose. Den Glykogen- 
gehalt im ganzen Kérper bestimmte ich bei ihnen in fiinf Entwicklungs- 
stadien, die schematisch in den Textabbildungen erklart sind, und im folgen- 
den als Stadien I bis V bezeichnet werden; zu einer jeden parallelen Be- 
stimmung wurden 20 Kaulquappen im ersten Stadium und je ein Stiick in den 
iibrigen Stadien genommen, wobei vor dem Wiegen das den Tieren anhaftende 
Wasser mittels eines weichen Leinen aufgesaugt wurde. Bei Bestimmung 
des Glykogens in der Leber wurde das erste Stadium iibergangen, und zwar 
wegen der schwierigen Gewinnung dieses Organs; zu jeder iibrigen Be- 
stimmung wurde eine Leber genommen, die nach sorgfaltiger Entfernung 
des Gallenblaseninhalts gewogen wurde. Die mit Eigelb gefiitterten Larven 
wiesen eine sehr groBe Sterblichkeit auf, wobei sogar diejenigen, die bis 

25 * 
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zum Herbst lebten, das dritte Stadium nicht tiberschreiten konnten, also 
iiberhaupt nicht fahig zur Metamorphose waren!. Deswegen wurde die 
Bestimmung des Glykogens im ganzen Korper diesmal nur auf das zweite 
und dritte Stadium, und in der Leber auf das zweite beschrankt. Mit 
Riicksicht auf die geringe GréBe derartig gefiitterter Larven wurden zu 
jeder Bestimmung je zwei Lebern genommen. 








I. Il. Itt. IV. 7 
Erklirung der Textabbildungen. 
Es werden die folgenden fiinf Entwicklungsstadien unterschieden: I. AuBere Kiemen- 
biischel vollkommen verschwunden. II. Hinterbeine wenig beweglich, dem K6rper an- 
liegend. ILI. Hinterbeine gut beweglich, seitlich von der Kérperachse abstehend, 
vordere Beinknospen unter der Haut bemerkbar. IV. Vorderbeine nach auBen durch- 
gebrochen. V. Schwanz vollkommen verschwunden. 


Die Proben fiir die Analyse wurden in 1 cem heiBe, 60 %ige Kalilauge 
geworfen, die dann mit Wasser auf annahernd 30 %ig verdiinnt wurde. Das 
Glykogen wurde nach der Mikromethode von v. Przylecki (7) abgetrennt 
und nach Uberfiihrung in Glucose nach Hagedorn und Jensen (5) bestimmt. 
Die in den Tabellen angegebenen Zahlen wurden in Prozenten der frischen 
Kérper- bzw. Lebersubstanz berechnet. Die auf diese Weise feststellbaren 
Anderungen im Glykogengehalt wahrend der Metamorphose unterscheiden 
sich jedoch nicht grundsatzlich von den Ergebnissen, die auf Trocken- 
substanz berechnet wurden. Die Polysaccharide im Verdauungskanal 
wurden in mehreren Fallen gesondert bestimmt ; die gefundenen Glykogen- 
mengen waren jedoch so klein, daB diese Korrektur iibergangen wurde. 


Versuchsergebnisse. 
a) Mit Daphnien und Pflanzengewebe gefiitterte Larven. 


Der Glykcgengehalt im ganzen K6rper dieser Kaulquappen steigt 
vom ersten bis zum zweiten Entwicklungsstadium durchschnittlich um 

1 In den Versuchen von Kopeé (6) gelangten, ahnlich wie in meinen 
friiheren Untersuchungen [ Bilewicz (3)], bei einem Teil der ausschlieBlich 
mit Eigelb gefiitterten Kaulquappen die vorderen Extremitaten zum 
Durechbruch (viertes Stadium). Die Unstimmigkeit, die zwischen diesen 
Ergebnissen und den vorliegenden Beobachtungen besteht, kann vielleicht 
durch das Auftreten einer Mikroflora in den VersuchsgefaBen von Kopet 
zu erklaren sein, der auf das genaue Waschen der GefaiBe mit heiBem Wasser 
keinen besonderen Wert legte, bzw. durch den Umstand, daB8 ich vorher 
die Eier nicht wie jetzt eine halbe Stunde, sondern nur einige Minuten kochte 
[vgl. hierzu Tarozzi (10))}. 
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das Dreifache an (Tabelle I). Im dritten Stadium, in dem die Larven 
das maximale Kérpergewicht erreichen [vgl. Schaper (8), Adolph (1), 
Etkin (4)| nimmt der Glykogengehalt nur noch unbedeutend zu. Da- 
gegen ist das Durchbrechen der Vorderextremitaiten und die gleich- 
zeitige Gewichtsabnahme im vierten Stadium nicht mit einer deutlichen 
Abnahme des gesamten Glykogengehalts verbunden; er halt sich auf 
ungefahr der gleichen Héhe wie im dritten Stadium. Erst wahrend der 
Resorption des Schwanzes nimmt er ab, und betragt im fiinften Sta- 
dium (Metamorphose vollendet) im Durchschnitt halb soviel wie im 
Stadium IV. 


Durchaus ahnliche Anderungen weist auch der Glykogengehalt in 
der Leber auf (Tabelle Il); wihrend der Resorption des Schwanzes 
verringert er sich noch starker als der Glykogengehalt im ganzen Korper, 
so daB er im fiinften Stadium durchschnittlich sogar etwa sechsmal 
weniger als im vierten Stadium betrigt. Aus Tabelle V ist auBerdem 
ersichtlich, daB in den Stadien II bis IV, die wir nach Etkin (4) als 
,.Prametamorphose“ bezeichnen kénnen, das Verhiltnis zwischen 
Leberglykogen und Gesamtglykogen, das iiberhaupt sehr hoch ist, 
standig zunimmt, so da8 es im vierten Stadium iiber 50°, des Gesamt- 
glvkogens in der Leber gespeichert sind. Im fiinften Stadium (Ende der 
Metamorphose) dagegen sinkt der Anteil des Leberglykogens auf !/,, des 
Wertes im vierten Stadium. Daraus geht hervor, dai waihrend der 
,.Prametamorphose‘‘ die Leber das hauptsiichlichste Depot fiir das 
Glykogen darstellt und da8 wahrend der endgiiltigen Verwandlung in 
erster Linie gerade diese Vorrate verbraucht werden. 


Bei soeben verwandelten Fréschchen ist der Glykogengehalt viel 
geringer als bei erwachsenen Tieren derselben Art, bei welchen er nach 
Athanasiu (2) im Sommer 0,324 bis 0,390°, im ganzen Kérper und 
2,77 bis 4,35 % in der Leber betraigt. Diese Erscheinung laBt sich leicht 
dadurch erkléren, daB in der zweiten Phase der Metamorphose (Re- 
sorption des Schwanzes) das verbrauchte Glykogen iiberhaupt nicht 
erginzt wird, und zwar deswegen nicht, weil die Larven nach dem Durch- 
bruch der Vorderbeine (Stadium IV) aufhéren die bisherige Nahrung 
zu sich zu nehmen, wobei dann bis zum vélligen Verschwinden des 
Schwanzes (Stadium V) die Aufnahme sowohl von lebendem Plankton 
wie auch von kleinen Anneliden véllig unterbleibt. Bekanntlich [ Wein- 
land (11), Straus (9) u.a.] steht bei den holometabolen Insekten die 
Imagoentwicklung mit dem Verbrauch der vorher aufgespeicherten 
Glykogenvorrate im Zusammenhang. Demnach sind die Verhaltnisse 
bei Fréschen und bei den genannten Insekten nicht nur insofern ahnlich, 
als bei Kaulquappen am Ende der Verwandlung die Glykogenvorrate 
ebenfalls verbraucht werden, sondern auch in der Beziehung, da wir 
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wahrend der endgiiltigen Metamorphose auch bei den Froschlarven 
einen analogen physiologischen Hungerzustand antreffen, wie er fiir 
das Puppenstadium charakteristisch ist. 


Tabelle LI]. Glykogengehalt im ganzen Kérper bei mit Hiihner- 
eigelb gefiitterten Kaulquappen. 




















1 Larve 1 Larve 
Ent- os S Ent- = 
wicklungs- Laich Datum == Glykogen | Wicklungs- Laich Datum = Glykogen 
stadium = stadium 4: ; 

“SB ae <& He 

mg mg Vig mg mg ® 
II. 1. 26. V. 322,8 0,120 0,04 Ill. 1. 26. V. 216,80,120 0,06 
1. 26. V.. 236,6 0,100 0,04 1. 26.V. 139,8 0,083 0,06 
3. 23. V. 271,4 0,170 0,06 2. 26.V. 195,20,120 0,06 
3. | 23. V. 215.8 0,150 0,07 3. 23. V. 281,20,170 0,06 
3. 23. V. 237,0 0,090 0,04 3. 23. V. 183,80,100 0,05 
3. | 26. V. 195,0 0,085 0,04 
3. | 26.V. 193,800,120 0,06 
Mitel: 256,7 0,126 0,054 Mittel: — 200,80,114! 0,06 


Tabelle IV. Glykogengehalt in der Leber bei mit Hiithnereigelb 
gefiitterten Kaulquappen. 











2 Larven 
Entwicklungs- Laich Datum  Kérper- | Leber- Gidtinaun 
stadium gewicht gewicht ’ . 
mg Ing mg Oy 
If. di 13. Vi. 455.0 11,4 0,066 0,58 
2. rl. Vi. 500.0 16,0 0,090 0,56 
3. 11. VI. 580.0 16,0 0,060 0,38 


Mittel : 511,7 14,5 0,072 0,51 


. 


Tabelle V. 





Entwicklungs-  Lebergewicht in °/, des Leberglykogen in °', 


Futterart stadium kK Orpergewichtes des Kérperglykogens 
Il. 2,49 28,82 
Daphnien Ill. 3,08 35,74 
und Pflanzengewebe :Y¥. 3,58 58,72 
V. 4.41 2,68 
Hithnereigelb ......... II. 2,81 28,57 


bj Mit Hiihnereigelb gefiitterte Larven. 

Aus dem Vergleich der Tabelle ITI mit Tabelle I geht hervor, daB 
der durchschnittliche Glykogengehalt im ganzen Korper dieser Kaul- 
quappen, die zur Metamorphose unfahig waren, um fiinfmal kleiner 
war als bei den Larven, die mit Daphnien und Pflanzengewebe gefiittert 
wurden und sich zu 100°, verwandelten. (Die Unterschiede in dem 
K6rpergewicht sind zwar auch deutlich, aber nicht so auffallig.) 
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Kine analoge Verminderung weist auch der Glykogengehalt in der 
Leber auf (vgl. Tabelle [V mit Tabelle IJ), der in dem Stadium II sogar 
sechsmal kleiner war als im Larvenmaterial des gleichen Entwicklungs- 
stadiums aus der vorangehenden Versuchsserie. Zwar bleibt das Ver- 
haltnis des Leberglykogens zum Gesamtglykogen bei Larven, die aus- 
schlieBlich mit Hiihnereigelb gefiittert wurden, dasselbe wie vorher 
(Tabelle V), jedoch scheint die Tatsache, daB bei Eigelbfiitterung sich 
bei den Larven nur verhaltnismaBig geringe Glykogenmengen auf- 
speichern, nicht ohne grundsatzliche Bedeutung zu sein. Nach den 
gefundenen Ergebnissen darf man annehmen, dai gerade das Fehlen 
geniigender Glykogenvorrate mindestens eine der Hauptursachen bildet, 
weswegen die mit Eigelb gefiitterten Larven nicht imstande waren die 
Metamorphose zu durchlaufen; ein geniigender Glykogengehalt ware 
demnach fiir die Umwandlung dieser Tiere tiberhaupt von entscheidender 
Bedeutung. 

Zusammenfassung. 


1. Die Kaulquappen speichern das Glykogen, und zwar besonders 
in der Leber bis zu der Zeit auf, in der die schon véllig beweglichen 
Hinterbeine die charakteristische Schragstellung zur Kérperachse auf- 
weisen, die Vorderbeine dagegen noch unter der Haut verbleiben. 

2. Von da an bis zum Durchbruch der Vorderbeine weist der 
Glykogengehalt keine deutlichen Anderungen auf. 

3. Erst wahrend der Resorption des Schwanzes werden die Gly- 
kogenvorrate in bedeutendem Mae verbraucht, und zwar vor allem 
diejenigen der Leber. 

4. Das Stadium der Resorption des Schwanzes ahnelt dem Puppen- 
stadium der Insekten insofern, daB in beiden Fallen: a) die Glykogen- 
vorrate deutlich abnehmen und b) sich der Organismus im vollstandigen 
physiologischen Hungerzustand befindet. 

5. Die Fahigkeit der Kaulquappen zur Metamorphose scheint 
von ihrem Glykogengehalt abhangig zu sein. 
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Uber biochemische Beeinflussung 
der Keimung und des Wachstums der Cardaminesamen. 
Il. Mitteilung: 
Wirkungen von Vitaminen und Hormonen auf die Pflanze. 
Von 
B. Lustig und H. Wachtel (Krakau), 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Pearson-Stiftung, Wien LX, und 
dem Radiuminstitut in Krakau.) 


(Eingegangen am 4. Juni 1938.) 


In der friiheren Mitteilung (1) wurde von uns eine Methode zur 
Bestimmung der Beeinflussung der Keimung und des Wachstums von 
Kressesamen durch anorganische und organische Substanzen _be- 
schrieben. Ihr Vorteil gegeniiber anderen Methoden liegt darin, dab 
diese beiden Vorginge unabhangig voneinander untersucht werden 
kénnen und daB das Ergebnis der Versuche in verhaltnismaBig kurzer 
Zeit (bei Keimung nach 16 bis 18 Stunden, beim Wachstum innerhalb 
von 3 bis 4 Tagen) abgelesen werden kann. Nach Erprobung der Brauch- 
barkeit der Methode wurde der EinfluB verschiedener Salze, die Wirkung 


mancher Bausteine des tierischen und pflanzlichen Organismus auf 
Keimung und Wachstum untersucht. In weiterer Folge fiihrten wir 
Versuche mit verschiedenen Vitaminen und Hormonen durch. 


Untersuchungen iiber den EinfluB tierischer Stoffe auf die Pflanze sind 
zuerst mit Harn, besonders mit dem Harn von Schwangeren, durchgefiihrt 
worden. Den Ausgangspunkt bildeten Angaben in einem altagyptischen 
Papyrus aus der Zeit des Ramses IT., daf in die Erde gesetzte Getreide- 
samen nicht keimen, wenn sie mit dem Harn Normaler benetzt werden, 
und da sie keimen nach Benetzung mit Schwangerenharn, wobei ver- 
schiedene Samen je nach dem Geschlecht des Embryos sich verschieden 
verhalten (2). Gerstensamen entwickeln sich starker bei einer Knaben- 
schwangerschaft, wihrend bei einer Madchenschwangerschaft Weizensamen 
starker entwickelt werden. Die ,,Schwangerschaftsreaktion’’ wird auch 
im 17. Jahrhundert erwahnt, wobei aber raschere Entwicklung der Gersten- 
samen als Zeichen einer weiblichen und raschere Entwicklung des Weizens 
als Zeichen einer mannlichen Schwangerschaft angegeben wird. Die Uber- 
priifung dieser Angaben durch Manger (2) in Filtrierpapier-Keimungs- 
versuchen ergab ein mit den Angaben des 17. Jahrhunderts konformes 
Resultat. Bak (3) beobachtete das Wachstum der Triebe im Laufe der 
ersten 2 Wochen, wobei er fand, da der Ausfall der Reaktion auch von 
der Ernahrung der Schwangeren abhangig ist. Bei salz-, gewiirz- und 
fleischarmer Diat ist die Eindeutigkeit der Reaktion erhéht. Die wachstums- 
férdernde Substanz des Schwangerenharns kann durch Elektrodialyse 
oder Aussalzen nicht entfernt werden. Kochen des Harns oder Extraktion 
des gonadotropen Hormons aus dem Harn beeinfluBt die Reaktion nicht. 
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Manche Handelspraparate von weiblichem Sexualhormon und des gonado- 
tropen Hormons des Hypophysenvorderlappens (Glanduantin, Hogival, 
Horpan) haben in entsprechender Verdiinnung die Reaktion geférdert. 
Andere gleichartige Praparate (Glandufolin, Fontanon) waren aber in- 
different. Kultivierung der Pflanzen in Gartenerde oder in sterilem Quarz- 
sand anderte wenig am Versuchsergebnis. Wehefritz und Gierhake (4) haben 
diese Wirkungen des Harns mit seinem Gehalt an Hypophysenvorderlappen- 
hormon in Zusammenhang gebracht. Nach ihren Angaben hemmte Prolan 
in Mengen von 100 R.-E. die Gerste, wahrend Weizen unbeeinflu8t blieb. 
Bei Behandlung mit Schwangerenharn tritt zuerst eine schwache Hemmung 
der Keimung ein und erst das vegetative Wachstum des bereits gekeimten 
Keimlings wird durch den Schwangerenharn verstarkt. Es sei in diesem 
Zusammenhang auch erinnert, daB Kégl pflanzliche Wuchsstoffe, und zwar 
Heteroauxin (/-Indolylessigsiure) im Harn nachweisen konnte. Dieser 
Wuchsstoff entsteht durch bakteriellen Abbau von Tryptophan auch im 
Darm des Menschen und kann bei Fallen mit abnormer Darmflora in be- 
trachtlichen Mengen im Harn ausgeschieden werden. GréBere Wuchsstoft- 
mengen zeigen nach unseren Versuchen (1) statt einer Férderung des Wachs- 
tums eine Wachstumshemmung. 

In zahlreichen Versuchen wurde die Wirkung des Follikulins auf 
die Pflanzen (5) erforscht. Diese ergaben, daB Follikulin auf die Ent- 
wicklung der Bliiten eine ‘férdernde Wirkung auszuiiben befiahigt ist. 
Diese Wirkung wurde bei Hyazinthen nicht gefunden [Harder und 
Stormer (6)}. Ahnliche Wirkungen auf das Bliihen wurden von Stefani 
und Stellatelli (7) bei Verwendung geringer Mengen von Prostata- 
extrakt erzielt. Die Keimung und die Entwicklung wird bei verschie- 
denen Pflanzen durch Follikulin verschieden beeinfluBt (8). Nach 
Castan und Chouard (9) férdert Follikulin in Mengen von 0,5 mg auf 1000 
schwach das Wachstum von Lepidium sativum und Cucumis malo, 
wahrend héhere Konzentrationen das Wachstum hemmen. Eine analoge 
Wirkung war auch bei Thyroxin vorhanden, welches in Konzentration 
von 1,3 mg auf 10000 das Wachstum férderte und in héheren Konzen- 
trationen das Wachstum hemmte. Insulin wirkte bei seinen Versuchen 
nur wachstumshemmend. 

Vitamine. 

Bei unseren Versuchen wurde Vitamin B, als Handelspraparat 
(Lactoflavin- Bayer), Vitamin A in Form eines 6ligen Konzentrates 
mit 250000 Vitamin A-Einheiten im ccm, Vitamin B, (Aneurin-Beta- 
bion), C (Ascorbinsaéure-Cebion) und D,* in chemisch reiner Form ver- 
wendet. Beziiglich der genauen Methode sei auf die erste Mitteilung 
verwiesen. 

1. Vitamin A. Es wurde das 6lige Konzentrat in wechselnder 
Menge den Keimungsfliissigkeiten zugesetzt und der Verlauf der Kei- 


* Fiir die Uberlassung der Praiparate sei auch an dieser Stelle den 
wissenschaftlichen Vertretungen der Firmen Merck und Bayer (Vedepha) 
unser Dank ausgesprochen. 
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mung sowie des Wachstums der Keimlinge im Laufe der ersten 5 Tage 
beobachtet. Die Versuche ergaben, da Vitamin A in héheren Dosen 
(von 0,075 ecm Konzentrat in 7 cem Wasser aufwarts) sowohl die Kei- 
mung wie das Wachstum der Keimlinge hemmt. In Mengen von 0,025 eem 
pro Versuch war nur das Wachstum gehemmt, wahrend die Keimung 
unbeeinflubt blieb. Anwendung von geringeren Mengen bis 0,000.25 ccm 
pro Versuch beeinfluBte weder die Keimung noch das Wachstum. 

2. Vitamin B, (Aneurin). Jn hohen Dosen (6 bis 10 mg pro Versuch) 
beeinfluBte B, die Keimung nicht, hemmte hingegen leicht das Wachstum 
der Keimlinge. Geringere Mengen waren fiir die Keimung und das 
Wachstum indifferent. Ganz kleine Mengen zwischen 0,005 und 
0,0005 mg haben das Wachstwm deutlich geférdert, wihrend die Keimung 
unbeeinfluBt blieb; bekannt ist, daB Vitamin B, fiir viele Bakterien 
einen unentbehrlichen Wuchsstoff bildet. Es sei diesbeziiglich ein 
Versuchsprotokoll angefiihrt. 


Versuch 165. 








|| Nach ~ 
18 Std. Nach 2 x 24 Std. in 9) Nach 3 X 24 Std. in °/, 


in %'9 





0. G O| G@ WT WH BK O| G WT WH BK BI 


a) Wasser (Kontrolle) ... 6/34 — | 3,15;60; 22;—,;—;}—; 3] 9/88 
b) 0,6 mg Aneurin (B,).. 15) 85) — | 3/36/55 6 — 6 | 21} 73 
c) 0,06 ,, ee (B,).. || 6/94) — |—|18/}66) 16) —|—|—)} 38/12/85 
d) 0,003 ,, a (B,).. | 9) 91) 3) 3)12)52; 30; 3!-—-|—};—j; 8,94 


O = ungekeimt; G = gekeimt; WT = Wurzeltrieb; WH = Wurzel- 
haar; BK = Blattkeim; B! = Blatt (siehe auch I. Mitteilung). 


3. Vitamin B, (Lactoflavin). Mengen von 0,5 mg aufwirts hemmten 
sowohl die Keimung wie das Wachstum der Keimlinge. Mengen unterhalb 
05mg bis 0,00025 mg pro Versuch beeinfluBten weder die Keimung 
noch das Wachstum. Bei Bedecken der Platten mit rotem, blauem und 
violettem Glas ergaben sich keine Differenzen im Wachstum und in der 
Keimung. 

4. Vitamin C (Ascorbinséure). In Mengen von 0,5 mg aufwarts pro 
Versuch war die Keimung und das Wachstum der Keimlinge gehemmt. 
Geringere Mengen beeinfluBten weder Keimung noch Wachstum. Ganz 
kleine Mengen von 0,005 bis 0,02mgq haben das Wachstum geférdert, 
wahrend die Keimung unbeeinfluBt blieb. Die Wachstumsférderung 
war bei Mengen von 0,0005 mg pro Versuch nicht mehr vorhanden. 

5. Vitamin D,. Dieses Vitamin war in Mengen von 0,0005 bis 
3,5 mg pro Versuch sowohl im Keimungs- wie auch im Wachstums- 
versuch ganz indifferent. 

Es zeigte sich also, da die einzelnen Vitamine sich der Pflanze 
gegeniiber verschieden verhalten. Vitamin D, ist indifferent. Vitamin A 
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und Vitamin B, hemmen in hohen Mengen die Keimung und das Wachs- 
tum, wahrend geringere Mengen dieser Vitamine indifferent sind. 
Vitamin B, und C haben in hohen Dosen Hemmung herbeigefiihrt, 
welche bei geringeren Dosen nicht vorhanden war. Gleichzeitig haben 
sie aber in ganz geringen Mengen das Wachstum geférdert, wahrend die 
Keimung unbeeinfluBt blieb, so daB die Vitamine B, und C sich wie 
Pflanzen-Auxine verhielten. 


Hormone. 


Die zahlreichen von uns gepriiften Hormone verhielten sich im 
allgemeinen sowohl der Keimung wie auch dem Wachstum der Keim- 
linge gegeniiber indifferent. 


Gepriift wurden: von den Hypophysenpriparaten das die gesamten 
Wirkstoffe des Vorderlappens enthaltende Preloban (Bayer), welches 
uns als konzentriertes Trockenpraparat zur Verfiigung stand, in Mengen 
entsprechend 10, 20 und 50 Reifungseinheiten. Das gonadotrope Hormon 
des Hypophysenvorderlappens (Glanduantin-Richter) in Mengen von 
0,5cem. Von den Sexualhormonen: ein aus dem Schwangerenharn 
dargestelltes, hochkonzentriertes Prolanpraparat in Mengen von 100 bis 
600 Einh. Das Corpus luteum-Hormon als Lutein in Mengen von 
0,5 cem und das weibliche Sexualhormon (Unden) in chemisch-reiner 
Form in Mengen von 0,3 bis 5,0mg. Von den iibrigen Hormonen: 
das Cortin (Degewop, lcecm = 50,0 g), Parathyreoidea-Hormon (Richter 
mit 50 und 100 Einh. im cem) und ein von uns selbst hergestelltes 
Praparat. Insulin (Welcome) bis zu 10 Einh. Thyreoidea-Praiparate 
(Elityran- Bayer und Thyreoidea-Richter) und Thyroxin-Schering. Alle 
diese Hormone wiesen in den verwendeten Konzentrationen keine oder 
nur verhaltnismaBig geringe Beeinflussungen des Wachstums und der 
Keimung von Kressesamen auf. 


Es ergab sich jedoch die Frage, ob die Hormone, die allein fiir sich 
die Keimung und die Entwicklung der Keimlinge nur wenig oder gar 
nicht beeinflussen, nicht befahigt sind, den pflanzlichen Stoffwechsel in 
eine Richtung zu vertindern, welche ihrer Stoffwechselwirkung im tierischen 
Organismus dhnlich ist. Einen Hinweis auf die Méglichkeit solcher 
Wirkungen bildet die mehrfach beobachtete Wirkung des Follikulins auf 
das Bliihen der Pflanzen. Wir haben in dieser Richtung das /nsulin in 
Verbindung mit Glucose, das Parathyreoidea-Hormon auf seine Wirkung 
auf den Calciumstoffwechsel und das Thyroxin auf seine Wirkung auf 
den Fluor-, Jod- und Bromstoffwechsel der Kresse gepriift. 

Versuche mit 8 Hinh. Insulin + 120mg Dextrose pro Versuch er- 
gaben im Vergleich zu den als Kontrollen einzeln aufgestellten gleichen 
Mengen Insulin und Dextrose keine Beeinflussung der Keimung. Eine 
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Hemmung des Wachstums war sowohl bei 120 mg Dextrose wie auch 
bei Insulin + Dextrose, aber im gleichen Grade, vorhanden. 

Diesem negativen Ergebnis entgegengesetzt waren die Befunde iiber 
die Beeinflussung der Wirkung von Erdalkalien durch Parathyreoidea- 
hormon und des Natriumfluorids durch Thyroxin. Parathyreoidea- 
hormon wurde sowohl als Parathyreoidea ,, Richter‘‘ mit 50 und 100 Einh. 
im cem, wie auch in Form eines aus Parathyreoidea siccum durch Ex- 
traktion mit 3 °,iger HCl in der Warme und Fillung bei verschiedenem py 
hergestellten Praparates (S) verwendet. Wie in der vorhergehenden 
Mitteilung angegeben wurde, zeigen fiir die Pflanzen indifferente Sub- 
stanzen eine Hemmung der Keimung und des Wachstums der Kresse erst 
bei Konzentrationen iiber 1/,)—1/;, molekular. Magnesiumsalze und 
im starkeren Grade Calciumsalze bewirken schon bei niedrigeren Kon- 
zentrationen eine Hemmung der Keimung der Kressesamen. 


Fiir die Priifung des Einflusses des Parathyreoideahormons auf die 
durch Calciumsalze bewirkte Hemmung der Keimung wurde zuerst die 
Menge des Calciumsalzes bestimmt, die bei unserer Versuchsanordnung 
bei etwa 30 bis 40°, der Samen nach 18 bis 20 Stunden eine Hemmung 
der Keimung bewirkt gegen nur 6 bis 12° bei den mit Wasser allein 
aufgestellten Kontrollen. Ebenso die Konzentration des Parathyreoidea- 
hormons, die allein fiir sich die Keimung und das Wachstum nur im 
gleichen MaBe wie die Kontrolle beeinfluBte. Fiir die Bestimmung 
wurden die entsprechenden Mengen des Calciumsalzes +- Parathyreoidea- 
hormon, weiterhin die gleichen Mengen Calciumsalze bzw. Parathyreoidea- 
hormon allein und Wasser allein in der in der I. Mitteilung angegebenen 
Weise angewandt und das Ergebnis nach 18 Stunden abgelesen. Als 
Beispiel sei je ein Versuchsprotokoll mit CaCl, und Ca Br, angefiihrt. 
Bei diesen wie auch bei den folgenden Versuchen war das Gesamt- 
volumen der verwendeten Fliissigkeitsmenge 7 ccm. 


Versuch 108 (CaCl,). 


a) Wasser (Kontrolle) ................... nach 18 Stunden 88% gekeimt 
b) e + Parathyreoideahormon (Rich- 

ter, 50 Einh.) sees ee i wo 8 ” 85 % ” 
c) < Folge a 5) ES eee orem eer a Be 57% ” 
d) » +650 ,, CaCl, + Parathyre- 

CHMEROMDOB 6s bv veg wsicdocase 948 ” 16% ” 


Versuch 95 (CaBr,). 
a) Wasser ........cecceeceecceecceeeees nach 24 Stunden 88% gekeimt 
b) » + Parathyreoideahormon (8S)...  ., 24 ne 5 se, Seaman 
c) i COME USE, Sees css A gk. ae a BO ta. 
d) , +80 ,, CaBr, + Parathyre- 
MeO Ae Re 18% 
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Die Versuche ergaben, daB das Parathyreoideahormon in den meisten 
Fallen imstande ist, die keimungshemmende Wirkung der Calciumsalze 
zum Gropteil aufzuheben. Diese Wirkung kann nicht durch eine eventuelle 
Ausfallung der Calciumsalze durch das Hormon erklart werden, weil 
nach unseren Versuchen Gemische dieser beiden Substanzen nicht nu 
klar bleiben, sondern auch die Menge des durch Ammonoxalat fall- 
baren Calciums in wasseriger Lésung durch Parathyreoideazusatz nicht 
beeinfluBt wird. 

Die Wirkung des Parathyreoideazusatzes zu den Calciumsalzen ist noch 
deutlicher gr6éBer beider Bestimmung des Wachstums in den folgenden 2 bis 
3 Tagen nach Ablesen der Keimung. Schon bei oberflaichlicher Be- 
trachtung sind deutliche Differenzen sichtbar. Wahrend die Kontrolle 
mit Wasser oder Hormon schon hohe Blattriebe und lange Wurzeln 
aufweisen, zeigen die Versuche mit Calciumsalzen bei einem groben Teil 
der Samen noch die Stadien ,,Null‘‘, ,,Gehemmt‘‘ und ,,Wurzeltrieb“ 
(siehe I. Mitteilung). Bei den Versuchen mit Calciumsalzen + Para- 
thyreoidea ist eine deutliche Entwicklung des Blatt- und Wurzeltriebes 
ahnlich der Kontrolle (Wasser), wenn auch in etwas schwacherem Grade, 
vorhanden. 

Wie friiher erwahnt, hemmen auch die Mg-Salze in relativ niedrigen 
Konzentrationen (m/40) die Keimung. Wir haben in der gleichen 
Weise wie bei den Calciumsalzen die Wirkung des Parathyreoidea- 
hormons auf die Keimungshemmung durch Magnesiumchlorid gepriift. 
Es sei ein diesbeziigliches Versuchsprotokoll angefiihrt. 


Versuch 112. 


a) Wasser (Kontrolle) .............020- . nach 20 Stunden 87 °% gekeimt 
b) i. + Parathyreoideahormon(S) .. ,, 20 3 86% i 
c) a + 50mg Mg.Cl,........ peer ae | - 58% a 
d) Ae +50 ,, MgCl, + Parathyre- 
oueahormon (5S)... <secccccs as. 20 a 72% “a 


Die Versuche ergaben, da Zugabe von Parathyreoideahormon zu 
Lésungen von MgCl, die keimungshemmende Wirkung dieses Salzes zum 
Verschwinden bringt. Das Parathyreoideahormon ist also befdhigt, den 
Magnesiumstoffwechsel bei der Pflanze zu beeinflussen. Diese Wirkung 
des Parathyreoideahormons ist nach Untersuchungen von Tibbetts und 
Aub (10) auch beim Menschen vorhanden. 

Wie unsere friiheren Versuche ergaben, hemmt Natriumfluorid 
schon in sehr niedrigen Konzentrationen (m/100 bis m/1000) die Kei- 
mung von Kressesamen. In gleicher Weise wie bei den Versuchen mit 
dem Parathyreoideahormon wurden von uns Versuche iiber die Wirkung 
von Thyroxin (Schering) auf die Keimungshemmung durch NaF an- 
gestellt. Es seien zwei Versuchsprotokolle angefiihrt. 
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Versuch 182. 


a). Waseor. (Kontrolle) ii. is ossacanwdsisiens nach 18 Stunden 3%, gekeimt 
b) = 05 me: PROMI: 'v, vie abo vig « 4: 1S ja 9% = 

¢) Seon De ERO CU Seas eos ek Peay f rr 38% 
d) is + 6,0 ,, NaF + 0,5 mg 


RePPOMI 6S Gees eis die ok bo _ 49% 


Versuch 184. 


&) Wasser (RonitOle) < oo 6.65) cswe sep cade nach 18 Stunden 6% gekeimt 
b) oe E Doe SRyrORID .... . oscana or as ae a 12% af 
Cc) 29 + 6 9° Na F eorvrecosecseeosenee or 18 ” 40 % ” 


d) a + 6 ,, NaF + 1mgThyroxin. ,, 18 py: oe; ss 


Die Versuche ergaben, daB Zugabe von Thyroxin zu Lésungen von 
NaF die Hemmung der Keimung durch NaF verstdrkt. Auch hier wurde 
bei weiterer Beohachtung des Wachstums im gleichen Versuch sowie 
bei schon gekeimten Samen ebenfalls eine Verstdrkung der wachstums- 
hemmenden Wirkung des NaF durch Thyroxin gefunden. Es sei aus den 
diesbeziiglichen zahlreichen Versuchsprotokollen das Folgende wieder- 
gegeben, das das Verhalten des Wachstums am dritten und vierten Tage 
zeigt. 





Nach 3 X 24 Std. in 9/9 Nach 4 X 24 Std. in °/) 





0 |G WT|WH BK BI|O G WT WHBK! BI 

at = <= ae =n ~ an a or 

By WEE oe Hae awes oe —i— 

» +0,5mg Thyroxin 3 3 

c) se BO 5 eds '.6% Rt 8 
d) » +60 ,, Near 


it SOB ace 
$|~| 8} — 
(18 34 15 12 1 


ji} = 1 100 
3) 8/3): 88 
9; 6) 22) 36 


| 


lo! 
oro 


+ 0,5 mg Thyroxin | 28 30 30|;—| 9 3 24,15 18'12,15 16 
O = ungekeimt; G = gekeimt; WT = Wurzeltrieb; WH = Wurzel- 
haar; BK = Blattkeim; BI = Blatt. , 


Ahnliche Beeinflussungen der Keimung und des Wachstums wurden 
bei Verwendung von 1 cem Thyreoidea (Richter) an Stelle des Thyroxins 
erhalten. Das Thyroxin ist also befahigt, den Fluorstoffwechsel der 
Pflanze zu beeinflussen. Auch beim Tier ist wahrscheinlich ein gewisser 
Zusammenhang zwischen Fluorstoffwechsel und Schilddriise vorhanden, 
worauf auch die Wirkung des Fluorthyroxins hinweist. Nach Krafft (11) 
ist das Fluorthyroxin auf Amphibienlarven viel wirksamer als NaF. 


NaBr und NaJ iibt, wie friihere Versuche ergaben, keinen be- 
sonderen Einflu8 auf die Keimung und das Wachstum der Keimlinge 
aus. Eine keimungshemmende Wirkung ist erst oberhalb der charak- 
teristischen m/20 Konzentration bei diesen Salzen vorhanden. Es 
wurde mit gleicher Methodik gepriift, ob Thyroxinzusatz diese Ver- 
haltnisse verandert. Die Versuche wurden mit Salzkonzentrationen 
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Nach 24 Std. Nach 4 Tagen 


Versuch 188. 


a) Wasser (Kontrolle) ............ 91% gekeimt | Pflanzen hochentwickelt 
b) » + 0,5mg Thyroxin... | 94° ma pe pa 
fo ae 96% * 2 
d) » +100 , NaBr | 

+ 0,5 mg Thyroxin...... DO Gs * * 

Versuch 189. 

a) Wasser (Kontrolle) ............ 91% gekeimt | Pflanzen hochentwickelt 
b) » + 0,6mg Thyroxin... 93° ‘s ” ” 
c) ” ote 200 ” NaJ see eeee 88 6? ” ” ” 
d) » +200 , NaJd 

+ 0,5 mg Thyroxin...... Le ea Pflanzenentwicklung 

gehemmt 


durchgefiihrt, welche allein noch keine Hemmungen herbeifiihren. Wir 
fiihren zwei Versuchsprotokolle an. 

Die Versuche ergaben, daB Zugabe von Thyroxin zu Lésungen von 
NaBr, welche die Keimung und das Wachstum unbeeinfluBt lassen, 
nichts an dem Versuchsergebnis dndert. Thyroxin bewirkte also keine 
Beeinflussung des Bromstoffwechsels. Hingegen hat Zugabe von Thyroxin 
zu Lésungen von NaJ, welche die Keimung und das Wachstum unbeein flupt 
lassen, eine Hemmung des Wachstums zur Folge. Thyroxin ist also 
befahigt, den Jodstoffwechsel der Pflanze zu beeinflussen. 

Es ergibt sich also, daB die Hormone zwar allein die Keimung und 
das Wachstum der Keimlinge unbeeinfluBt lassen, jedoch befahigt sind, 
unter entsprechenden Bedingungen indirekt die Keimung und das Wachs- 
tum zu verdndern. Es ist auffallend, daB die indirekten Hormonwirkungen 
den im Tierreich durch diese Hormone herbeigefiihrten Stoffwechsel- 
wirkungen analog sind, was einen Hinweis dafiir bildet, daB der Grund- 
verlauf der einzelnen Stoffwechselvorgange im pflanzlichen und tieri- 
schen Organismus nicht so stark differiert, als es den morphologischen 
Unterschieden entsprechen wiirde bzw. daB es sich um direkte physi- 
kalisch-chemische Reaktionen handelt. Diese Befunde eréffnen auch 
ein weites Feld weiterer Forschung iiber die Wirkungen der Hormone 
auf Stoffwechselgebiete der Pflanze. Gleichzeitig erwies sich die Methodik 
fiir Versuche mit Hormonen als aufschluBreich. 


Zusammenfassung. 


Es wurde die Wirkung von Vitaminen und Hormonen auf Keimung 
und Wachstum von Kressesamen (Cardamine) gepriift. Von den 
Vitaminen erwies sich Vitamin D, indifferent, Vitamin A und Vitamin B, 
(Lactoflavin) hemmten nur in gréBerer Menge Keimung und Wachstum, 
wahrend Vitamin B, und Vitamin C in kleinen Mengen angewendet, 
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das Wachstum ahnlich den pflanzlichen Wuchsstoffen férderten. 
Die zahlreichen untersuchten Hormone erwiesen sich meist als in- 
different. Es konnten aber bei entsprechender Versuchsanordnung 
indirekte Wirkungen der Hormone auf Keimung und Wachstum erzielt 
werden. Parathyreoideahormon beseitigt die Keimungshemmung, welche 
durch Calcium- und Magnesiumsalze herbeigefiihrt wird. Thyroxin 
verstarkt die hemmende Wirkung von Natriumfluorid (auf Keimung und 
Wachstum) und Kaliumjodid (Wachstum), waihrend die Wirkung von 
Na Br unbeeinfluBt bleibt. Es wird auf die Analogie der Stoffwechsel- 
wirkungen dieser Hormone beim Tier und bei der Pflanze hingewiesen. 
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Manometrische Bestimmung 
von Aminosiuren mit Ninhydrin im Warburg-Apparat. 
Von 
C. Sehlayer. 
(Aus der Medizinischen Klinik der Duke Universitat, Durham, N.C., U.S.A.) 
(Eingegangen am 17. Mai 1938.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Tatsache, da8 die Farbreaktion des Ninhydrins mit den Carboxy}- 
gruppen der «-Aminosauren unter Freiwerdung von Kohlensaure verlauft ', 
wurde von van Slyke und Dillon? zur Grundlage einer quantitativen gaso- 
metrischen Mikrobestimmung von Aminosauren gemacht. Van Slyke und 
Dillon fanden, daB in wassriger Lésung bei py 5 oder darunter die Kohlen- 
siure von den an die Aminogruppen gebundenen Carboxylgruppen in 
wenigen Minuten quantitativ abgespalten werden kann. Die Versuchs- 
fliissigkeit wurde 3 Minuten lang schwach gekocht und die frei werdende 
Kohlensaure im van Slyke-Apparat® gemessen. Nach van Slyke erscheint 
die Reaktion spezifisch fiir die Carboxylgruppen der Aminosauren. Andere 
organische Saéuren wie Essig-, Milch- oder Citronensdiure geben keine 
Kohlenséure ab. Peptide und Harnséure reagieren nicht mit 
Ninhydrin. Jede der natiirlichen Aminosauren einschlieBlich des 
Prolins gibt 1 Molekiil Kohlenséure ab, die Dicarbonséuren Asparagin- 
und Glutaminsaure geben 2 Molekiile ab; ebenso Cystin‘. 


Diese Aminosdurenbestimmung mit der Ninhydrinmethode 1la8t 
sich mit geringen Modifikationen auch mit dem Warbwrg-Manometer® 
ausfiihren. Der MeBfehler ist gleich dem Ablesungsfehler — 0,5 mm 
Brodie, die Genauigkeit bei Verwendung von VersuchsgefaiBen von 
etwa 15 ccm Rauminhalt, einer Fliissigkeitsmenge von 0,5 bis 1 ecm 
und einer Ablesungstemperatur von 38° C gleich 1,3 cmm Kohlensaure, 
also z. B. bei Alanin 0,005 mg. 


Als VersuchsgefaBe dienen die iiblichen Warburgschen einsatzlosen 
KegelgefiBe mit Anhangsbirne. VersuchsgefaB und Manometer miissen 
durch einen Kapillarhahn getrennt sein, so da die Manometersperr- 
fliissigkeit von Druckanderungen wahrend des Kochens unabhangig 

1 Ruhemann, J.Chem. Soc. 99, 792, 1486, 1911; Grassmann u. von Arnim, 
Ann. d. Chem. 510, 288, 1934. — * Van Slyke u. Dillon, Proc. Soc. Exp. 
Biol. a. Med. 34, 362, 1936; C. R. Trav, Lab. Carlsberg, 22, 480, 1938. 

3 Van Slyke, Page u. Kirk, J. of biol. Chem. 102, 635, 1933. — * Mason, 
Biochem. J. 82, 719, 1938. — °° Warburg, Stoffwechsel der Tumoren. 
Berlin, Julius Springer, 1926. 
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bleibt. Der Gasraum des GefiaBes, ebenso wie Anhangsbirne und 
Manometerschliffe sind durch eine einfache Kiihlumkleidung geschiitzt. 
Diese beginnt 5mm oberhalb der Versuchsfliissigkeit und besteht aus 
einem enganliegenden diinnwandigen Gummischlauch (2mm innerer 
Durchmesser), durch den wahrend der Kochzeit eisgekiihltes Wasser 
geleitet wird. Das Kochen geschieht durch vorsichtiges schrages Ein- 
tauchen des die Versuchsfliissigkeit enthaltenden Teiles des GefaiBes 
in ein Glycerinbad von ungefaéhr 140°C. Der Hauptraum des GefaBes 
enthalt 0,5 bis 1 ecem Versuchsfliissigkeit. Wegen des Kochens im 
ManometergefaB sollte nicht mit gréBeren Fliissigkeitsmengen gearbeitet 





























Abb. 1. 


werden. Die Versuchsfliissigkeit wird durch Zugabe von 100 mg K H, PO, 
pro ccm angesduert. Die Anghangsbirne enthalt 25 bis 50mg Ninhydrin 
in Substanz. Die ManometergefiBe werden mit Stickstoff gesattigt. 
Nachdem Druckkonstanz eingetreten ist, wird das Ninhydrin aus der 
Anhangsbirne in den Hauptraum eingespiilt und das Phosphat-Amino- 
sauren-Ninhydringemisch nach SchlieBung des Kapillarhahns 3 Minuten 
lang vorsichtig gekocht. Die nach Wiedereinhangung in den Thermo- 
staten und Offnung des Kapillarhahns abgelesene Druckdifferenz ent- 
spricht, mit der GefaBkonstanten multipliziert, der freigewordenen 
Kohlenséure in cmm. Um sich zu vergewissern, daB die Reaktion 

















Manometrische Bestimmung von Aminoséuren mit Ninhydrin usw. 397 


beendet ist, kann das 3 Minuten lange Kochen ein zweites Mal wieder- 
holt werden. 

Handelt es sich.um sehr geringe Mengen von Aminosauren, so 
empfiehlt sich eine Kontrolle mit Ninhydrin und aminosaurenfreier 
Versuchslésung sowie 3 Minuten langes Kochen der Aminosaurelésung vor 
dem Einkippen des Ninhydrins. Doch ist der Fehler bei Unterlassung 
dieser Kontrollen, soweit es sich um Salzlésungen handelt, unbe- 
trachtlich. 

Will man das Kochen in den ManometergefaBen vermeiden, so 
kann man die Ninhydrin-Aminosdéurenbestimmung auch bei Kérper- 
temperatur ausfiihren. Allerdings ist die Reaktion des Ninhydrins bei 
38°C z. B. mit m/80 d, 1-Alanin erst nach 5 Stunden zu 90°, nach 
8 Stunden vollstandig beendet. Diese langsame Methode der Ninhydrin- 
Aminosaurenbestimmung ist, da Umfiillung und EnteiweiBung der 
Versuchsfliissigkeit dabei wegfallen, z. B. bei Versuchen iiber Des- 
aminierung von Aminosdéuren durch Gewebsschnitte angezeigt. Nach 
Beendigung des Stoffwechselversuchs werden die Gewebsschnitte aus 
dem GefaB herausgenommen, die Versuchsfliissigkeit mit KH, PO, 
(in Substanz zugegeben) angesduert, Ninhydrin in den Anhang gegeben, 
mit Stickstoff gesattigt und nach kurzer Ausgleichszeit das Ninhydrin 
in die Versuchsfliissigkeit eingespiilt. 
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Uber die Bildung des Vitamin B,-Komplexes aus Cerealien 
bei der Girung von Aceton-Butylalkoholbakterien. 
Von 
Izue Yamasaki und Wataru Yositome. 
(Aus dem Agrikulturchemischen Institut der Kaiserlichen Kyushu-Universi- 
tat in Fukuoka, Japan.) 
(Eingegangen am 21, April 1938.) 

Mit 8 Abbildungen im Text. 


Seit langerem (1) (2) (3) ist es bekannt, daB das wasserlésliche Vita- 
min B aus zwei Komponenten besteht, dem weniger hitzebestandigen, 
antineuritischen Vitamin B, und dem hitzebestandigen, wachstums- 
fordernden und Ratten-Pellagra verhiitenden Vitamin B,. 


Eine neue Ara der Erforschung des Vitamin B, beginnt aber erst 
mit der Entdeckung des Lactoflavin oder Lyochrom, mit seiner Identifi- 
zierung mit dem Vitamin B, und mit der Feststellung seiner biochemi- 
schen Wirksamkeit als Bestandteil des Atmungsferments durch die 
Arbeiten von Warburg und Christian (4), Ellinger und Koschara (5), 

‘uhn, Gydrgy und Wagner-Jauregg (6), v. Euler, Karrer, Adler und 
Malmberg (7) usw. , 


Heute nimmt man an, daB das Vitamin B, auch noch ein Komplex 
ist, der auBer Flavin noch mindestens ein bzw. zwei andere Faktoren, 
wie das Vitamin B, von Gyérgy (8), den Faktor Y von Chick und Cop- 
ping (9) u. a. (10) enthalt. 


Nach englischen Forschern (11) kann das Vitamin B, als anti- 
Dermatitis-Faktor fiir Ratten ohne irgendeinen EinfluB auf das Wachs- 
tum anerkannt werden, Das Flavin hat unter Mitwirkung von Vita- 
min B, eine wachstumsférdernde Wirkung bei Ratten. 


Das Flavin ist, wie bekannt, weit verbreitet, nicht nur im Pflanzen- 
und Tierreich, sondern auch in Mikroorganismen, und es wird an- 
genommen, daB es in den Pflanzen gebildet und dann mit der Nahrung 
in den tierischen Organismus itibernommen wird. Es ist deshalb besonders 
wichtig, den Gehalt an Vitamin B, in der Nahrung des Menschen zu 
beachten. 


Nach den Angaben englischer Forscher sind Cerealien und Fische 
sehr arm an Lactoflavin, dagegen enthalten Milch, Eier und Fleisch viel 
Vitamin B,. Hinsichtlich der Volksernahrung liegen bei uns in Japan 
dadurch besondere Bedingungen vor, daB die Bevélkerung hauptsach- 
lich von Reis und Fischen, beides an Vitamin B, arme Stoffe, lebt. 














1. 
a. 


st 
fie 


ie 


), 
id 


ne 
el 
wn 


rt. 








Uber die Bildung des Vitamin B,-Komplexes usw. 399 


In der vorliegenden Mitteilung berichten wir iiber die bedeutungs- 
volle und bisher unbekannte Tatsache, daB aus flavinarmen Cerealien 
durch die Aceton-Butylalkoholbakterien unter besonderen Garbedin- 
gungen betrachtliche Mengen des Vitamin B,-Komplexes gebildet 
werden kénnen. Es tritt dabei in der Girfliissigkeit ein spezifischer, 
gelber Farbstoff auf, der dem Flavin sehr nahe steht und eine dem 
Vitamin B,-Komplex ahnliche Wirksamkeit der Garfliissigkeit bedingt. 

Die Garungsbedingungen aber, unter denen die Vitaminbildung 
stattfindet, sind fiir die eigentliche Aceton-Butylalkoholgérung un- 
giinstig. Es kann also je nach der Art der Garbedingungen der Garungs- 
verlauf dieser Bakterien von einer in eine andere Form umgeschaltet 
werden. 


I. Bildung des spezifischen gelben Farbstoffs bei der Girung. 


Bakterienstimme: Zu den Versuchen wurden zwei Stémme von 
Aceton-Butylalkoholbakterien verwendet. Der eine ist Bac. butanolo- 
acetoni Yukawa und Horie, welcher 1930 von Prof. Yukawa und Horie 
im hiesigen Laboratorium aus Getréide isoliert und seither in die Praxis 
eingefiihrt wurde; der andere war ein aus Amerika bezogener Bac. 
granulobacter pectinovorum Speakman. Beide gehéren ihrer Art nach 
zu der Gruppe Clostridium acetobutylicum (Weizman) und bilden aus 
Getreide bzw. anderen starkehaltigen Materialien als Hauptprodukte 
etwa 10% Aceton, 20°% Butylalkohol und wenig Athylalkohol. Sie 
unterscheiden sich aber in anderen Merkmalen (12). 1. Der japanische 
Stamm gart langsamer als der amerikanische, und zwar dauert seine 
Garzeit bei der optimalen Temperatur von 37°C etwa 72 Stunden 
statt 48 Stunden beim amerikanischen. 2. Die Fahigkeit, Acetyl- 
methylearbinol in dem Gargut anzuhaufen, ist bei unserem eigenen 
Stamm weit schwacher als bei dem aus Amerika bezogenen. 

Gdrungsbedingungen: Unter der normalen Bedingung zur Aceton- 
Butylalkoholherstellung tritt bei der Garung aus Cerealien im allgemeinen 
kein spezifischer Farbstoff in der Garfliissigkeit auf. Wir haben aller- 
dings, wenn auch sehr selten, eine Gelbfarbung schon linger beobachtet. 
Nach langwierigen Versuchen gelang es uns schlieBlich, die spezifische 
Gelbfirbung der Garfliissigkeit in allen Fallen zu erzielen, und zwar 
dadurch, daB der Maische vor oder kurz nach dem Beimpfen ein ,,Um- 
schaltungsmittel‘, wie z. B. 1 bis 3 °% Caleiumcarbonat zugesetzt wurde. 
Durch diesen Calciumcarbonatzusatz sinkt wegen der Fixierung der als 
Zwischenprodukt entstehenden Sauren als Ca-Salz natiirlich die Aus- 
beute an Aceton und Butylalkohol, wie schon Reilly und Mitarbeiter (13) 
angegeben haben. Statt dessen tritt aber eine tiefgelbe Farbung der 
Garfliissigkeit auf. 

Beispiele der Garversuche sind in Tabelle I ersichtlich. 
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Tabelle I. EinfluB des CaCO,-Zusatzes auf die Garung. 





; | cea Aceton Acetonausbeute 
4%, Reis Gelb- Aziditat PH im Girgut bezogen auf Reis 
firbung a des Girguts 0 0 
| ecm 0 0 
Ohne CaCO; ........ Null 3,0 4,2 0,334 7,90 
Mit CaCO, ......... stark , 1,2 5,2 0,110 2,62 


Bemerkung. Aziditét cem n/10. NaOH fiir 10cem Gargut. 


Die Gdrversuche wurden in folgender Weise ausgefiihrt: Eine 4- bis 
6%ige Maische aus fein gepulverten Cerealien wie Reis, Mais, Weizen, 
Roggen, Gerste usw. (es wurden stets die ganzen Kérner verwandt) wurde 
zuerst durch Kochen gut verkleistert. Dann wurden je 4 Liter davon in 
dickwandigen 6 Liter-Garflaschen mit Wattestopfen im Autoklaven bei 
1'/, Atmosphaéren Druck 1 Stunde sterilisiert und nach dem Abkiihlen 
auf 37° C mit je 200 cem einer 24 bis 48 Stunden alten Kultur von Bakterien 
beimpft. Vor oder kurz nach dem Beimpfen wurde 1 bis 3% _steriles 
Calciumcarbonat als ,,Umschaltungsmittel*‘ auf einmal oder in Portionen 
zugegeben. 

Nach einer 72- bis 92stiindigen Garung ist die Garfliissigkeit, die nur 
wenig Aceton und Butylalkohol enthalt, durch den gebildeten Farbstoff 
schén gelb gefairbt. Streng aseptisches Arbeiten ist erforderlich. 

Eigenschatten des Farbstofts: Der in der angegebenen Weise gebildete 
gelbe Farbstoff aus Cerealien zeigt bei Bestrahlung mit Bogenlampen- 
.licht eine stark gelbgriine Fluoreszenz, die auf Zusatz von 2n NaOH 
oder 2n H,SO, verschwindet und nach Neutralisieren mit Essigsaure 
bzw. Natriumacetat sofort wieder erscheint, also vom py abhangig ist. 

Gibt man die filtrierte, gelb gefarbte Garfliissigkeit, in der noch 
wenige Bakterienzellen suspendiert vorhanden sind, in T'hunberg- 
Réhrchen und |aBt sie im Vakuum bei Zimmertemperatur etwa 
24 Stunden stehen, so wird die Fliissigkeit farblos, da der Farbstoff 
durch die Tatigkeit der Zellen zur Leukoform reduziert wird. Fiigt 
man, dann der Fliissigkeit unter anaeroben Bedingungen eine Methylen- 
blaulésung zu, so erscheint die gelbe Farbe unter gleichzeitiger Reduktion 
des Methylenblaus sofort wieder. Auch beim Schiitteln mit Luft wird 
die Leukobase wieder in den Farbstoff zuriickverwandelt. 

Der Farbstoff entfarbt sich beim Belichten ziemlich rasch, und ist 
sehr leicht léslich in Wasser, verdiinntem Alkohol und verdiinntem 
Aceton, aber unléslich in absolutem Alkohol oder Aceton, Ather und 
Chloroform. 

Daraus laBt sich schlieBen, daB der gebildete Farbstoff mit dem 
Lactoflavin in naher Beziehung stehen muB. 


Il. Tierversuche zur Bestimmung der Vitamin B,-Wirkung. 


Die Priifung auf Vitamin B, (G) erfolgte durch Bestimmung der 
wachstumsférdernden Wirkung an jungen Ratten, die, jede fiir sich, 
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in einem Kafig mit einer Vitamin B,-freien Kost I oder IT nach folgender 
Zusammensetzung, ohne oder mit Zulage des zu priifenden Materials 
gefiittert werden. 


Vitamin B,-freie Grundkost I. 


Ausgewaschenes Casein! ........... i ah at ah 14 

Gepulverter, ausgewaschener, polierter Reis? ....... 71 | die Kost wird 
io’ RAR aids Sor a a a ae eee ar ORI erat 8 10° gekocht ver- 
Salzgemisch (Mc Collum)............ Moca BARC R 5] fiittert. 
ais haus cat ea ails ‘ol 4 piri ca es se eae Weise ec 


Vitamin B, wird in Form von Kristall-Oryzanin (von Sankyo Co., 
Japan), etwa 4 bis 8 y, unmittelbar per os pro Kopf und Tag gegeben, und 
Vitamin A sowie D werden durch Zufiigen von 0,05 bis 0,08 eem Lebertran 
pro Tag und Ratte in der Kost verabreicht. 


Vitamin B,-freie Grundkost II. 


Ausgewaschenes Fischprotein.,....... shavrnwis 2A cae 

Gepulverter, ausgewaschener, polierter Reis? ie Sia 75| ebenfalls ge- 
DOE Ue iets teees Gees ia warren bevetes .. 10) kocht verab- 
Salzgemisch ( Me ( ‘ollum) Ei hetiS dete emae kaos awe 5 | reicht. 
Bi dvs UES ROE Te a DP are mere aeraratlper arama ae ye 100 


Vitamin B, wird wie oben gegeben, aber der Bedarf an Vitamin A 
sowie D wird durch Zugabe von Butter gedeckt. 

Die Grundkost I stellten wir nach den Angaben von Roscoe (14) und 
von Aykroyd (15) zusammen. Die Grundkost II, die zuerst von Nakahara 
und Mitarbeitern (16) aus dem Institut von Prof. U. Suzuki vorgeschlagen 
wurde, stellt seither die allgemein gebrauchliche B,-freie Diat in Japan dar; 
das dazu geeignete Fischprotein ist aus dem obengenannten Laboratorium 
des ,,Institute of Physical and Chemical Research‘ Tokyo zu _ beziehen. 


Als Kriterium des ,,Normalwachstums‘‘ der Ratten wahlten wir 
nach der Angabe englischer Forscher die Gewichtszunahme von etwa 
10 bis 12g pro Woche wahrend 4 Wochen. 


If. Vitamin B,-Wirkung des Farbstoffsirups der Girungsfliissigkeit. 


Gewinnung des Farbstoffsirups. Das gelbgefirbte Gargut wurde zuerst 
durch Leinwand filtriert, um es von den ungelést gebliebenen Faserstoffen 
und den Bakterien zu befreien. Die so erhaltene stark griingelb gefarbte 

Girfliissigkeit wurde dann im Vakuum bei 40 bis 45°C zum diimnen Sirup 
eingedampft. 

Dieser diinne Sirup gab auf Zusatz der gleichen Menge Aceton einen 
dicken Niederschlag. Nachdem er iiber Nacht im Kiihlraum gestanden 
war, wurde klar filtriert. Die acetonhaltige Farbstofflésung wurde nun 


1 Casein wurde wie gewohnlich mit groBen Mengen von etwa 60 °,igem 
Alkohol wiederholt geschiittelt bis kein Farbstoff mehr ausgezogen wurde. - 
2 Da der gewoéhnliche polierte Reis noch etwas Flavin enthalten sol! (11), 
haben wir ihn noch weiter bis mindestens 30°, Gewichtsverlust poliert, 
mit Leitungswasser sorgfaltig gewaschen, getrocknet und dann in der 
Kugelmiihle feinst gemahlen. 


26* 








aA ORRIN aR de 


scons sih Pa 


402 I. Yamasaki u. W. Yositome: 


im Vakuum eingeengt. Dabei bildeten sich immer wieder farblose Nieder- 
schlage von Calciumsalzen, die durch Filtrieren entfernt wurden. Aus 
2500 g Reis wurden etwa 550 cem schwarzbrauner, griin-fluoreszierender 
,,Farbstoffsirup’ erhalten; aus 360g Mais etwa 80 ccm. Die zu den Tier- 
versuchen angewendeten je 0,1 ccm Sirup entsprechen also etwa 0,5¢ 
Rohmaterial. Der rohe Sirup zeigte, auch wenn er mit Wasser 25000fach 
verdiinnt wurde, noch eine deutliche griine Fluoreszenz. 

Ergebnisse der Tierversuche: Die mit Grundkost I Vitamin B,-frei 
ernahrten Ratten hatten schlieBlich ein mehrere Wochen konstantes 
K6érpergewicht und es traten bei ihnen nach etwa der dritten Woche, 
besonders auffallend bei Nr. 2, 3 und 4, charakteristische Dermatitis- 
symptome auf, meistens Haarausfall, selten Hautlosigkeit. Bei diesen 
Tieren férderte ein Zusatz von 0,1 ccm Farbstoffsirup aus Reis oder 
aus Mais zur Nahrung sofort das normale Wachstum, wie die Tabelle IT 
und die Kurven (Abb. 1) zeigen. Daneben wurde im Laufe des einsetzen- 
den Wachstums die Dermatitis ganzlich geheilt. Man muB8 daraus 
schlieBen, daB in dem Farbstoffsirup Vitamin B, enthalten ist. 


Tabelle Il. Versuchsergebnisse mit dem rts: i 

















Vorperiode ohne Vitamin B, Versuchszeit mit Zusatz von ‘Farbstoffsirup 


























Ratte Zw Gewichts- Benet :-| Gewichts- 
Dauer gewicht one ow Tagesdosis | Dauer gewicht Ha — x 
Nr. Wochen g g ecm 'Wochen g SFY: 
149) 8 | 33-> 60| 3,3 | Reiso1 | 25| 60> 96| 144 
129) 3 | 119 > 121 | 1,0 Orr (121 oTtD | 20,0 
22 9 2 76— 71) —2,5 01 | 6 Wi 142) 11,8 
22) 8 | 58—> 65) 0,9 | 0,1 4 65 > 101 | 9,0 
32) 8 52— 61 | is 01 | 4 61 > 103 10,5 
49 8 48 —» 65 2,0 01 | 4 65—~> 112 11,8 
lio’! 5 69> 76); 1,4 | MaisO0 | 4 76» 128 | 13,0 
1012) 5 W—> 79] 18 01 | 4.| 729-182] 13,0 
8 
ta 
a 
20- 
gL 7 4 f mA 
3 | 
or- , 7Woche 
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Abb. 1. Wachstumskurven von Ratten bei Zusatz von ,,Farbstoffsirup zur 
Vitamin B,-freien Nahrung. 


IV. Verschiedene Cerealien als Rohstoffe. 


Die Versuche iiber die Farbstoffbildung mit der oben beschriebenen 
Garfiihrung und iiber die Vitamin B,-Wirkung des Farbstoffsirups 
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wurden auch auf andere Materialien als Reis und Mais ausgedehnt. 
Die Ergebnisse sind in Tabelle II] zusammengestellt. 


Tabelle Il]. Farbstoffbildung bei Vergarung verschiedener 


Cerealien. 





Rohmaterialien Galen” wees 
Reis (ganz), (Oryza sativa, L.) ..........-..ceeees stark stark 
Polierter (10%) Reis (in Japan iiblicher eis) ....  schwach schwach 
Hochpolierter (50%) Reis (fiir Saké-Brauerei)..... ' Null Null 
Reiskleie + Reisstarke ..............ccceceeeeeees maBbig maBig 
Kleberreis (ganz), (Oryza sativa, L. var glutinosa, L.) Spur Spur 
Nacktgerste * (ganz), (Hordeum sativum, Jess.) .... stark sehr stark 
Weizen (ganz), (Triticum sativum, Lam. var. vulgare, 

MM ibaa ee wanes waa toa te Co ket wes a ob ee 34 ‘i 7 i 
Gerste (ganz), (Hordeum sativum, Jess.) .......... maBig schwach 
Hafer (ganz), (Avena sativa, L.) ...............66- stark stark 
Roggen (ganz), (Secale cereale, L.) ................ me “ 
Mais (ganz), (Zea Maya, L.) ........cecesscsccece e a 
Kolbenhirse (ganz), (Setaria italica, Kth. var. ger- 

PU ID 55 org wos oS OR A Rav ode 6k MRD e ee en mabig mabig 
Mohrenhirse (geschalte), (Andoropogon sorghum, 

TE Be ea a ee eS RE a ee stark sehr stark 
Rispenhirse (ganz), (Panicum miliaceum, L.) ...... schwach sehr schwach 
Batate, (Ipomea Batatas, Lam.)................-- Null Null 
Kassawe (Manihot utilissima, Pahl.) .............. m= a 


* Eine Varietiit der Gerste, der japanische Name heiBt ,,Hadaka-Mugi*. 


Durch Polierung des Reises geht allmahlich die Fahigkeit zur 
Bildung des Farbstoffes verloren, ohne daB die Vergirung beeintrachtigt 
wird, wenn die durch das Polieren entfernte Stickstoffmenge anderweitig 
zugefiigt wurde. Wird Reisstaérke zusammen mit Reiskleie vergoren, 
so tritt die Farbung auf. Es scheinen also die Bestandteile der Kleie 
dabei eine wesentliche Rolle zu spielen. 


Die einzelnen Cerealien sind in ihrer Fahigkeit der Farbstoffbildung 
und dementsprechend der Vitamin B,-Erzeugung ziemlich verschieden 
(s. unten). 


Die Vitamin B,-Wirksamkeit der Farbstoffkonzentrate aus den 
Garfliissigkeiten der verschiedenen Cerealien wurde wie oben mit je 
0,1 cem des ,,Farbstoffsirups** (entsprechend etwa 0,5 g des Ausgangs- 
materials) an Ratten, die mit der Grundkost I ernahrt waren, unter- 
sucht, die Ergebnisse werden in Tabelle [IV sowie in den Kurven 
(Abb. 2, 3) wiedergegeben. 

Das Gargut von Batate sowie Kassawe zeigte weder das Vorhandensein 
des Farbstoffs noch die Vitamin B,-Wirkung (siehe Abschnitt VIII). 


. 
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Tabelle IV. Vitamin B,-Wirkung der ,,Farbstoffsirupe“ aus 


verschiedenen Cerealien auf Grundkost I. 





Vorlaufszeit : 
(3 Wochen) Versuchszeit (4 Wochen) mit 
ohne Farbstoffzusatz 
, , Vitamin Bg 
Cerealien Ratte Gowlshie- teow. Gewichts- 
zunahme = Tagesdosis | gewicht zunahme 
pro Woche pro Woche 
Nr g ecm gZ gZ 
Rontrole 56:6 5.6 sess 29 2,4 0 8l—» 74 — 1,7 
GORING iis ies ss Suse 24 o 1,3 0,1 77 > 113 9,0 
Nacktgerste......... 25 ot 1,0 0,1 79 —» 142 15,7 
Rispenhirse ......... 26 ot 1,3 0,1 78 -» 79 0,25 
bod eae er 27 9 2,¢ 0,1 72 — 124 13,0 
RE eter a 28 9 0,7 0,1 65 —> 115 12,5 
AMINO & 65 sce os 204 2 1,0 0 51> 50 0 
ee eee 202 o 1,7 0,1 63 — 131 17,0 
Kolbenhiree ......... 203 9 0,7 0,1 63 — 107 11,0 
Nacktgerste......... 205 of 0 0,1 55 — 125 18,3 
Mohrenhirse......... 206 o 1,0 0,1 65 > 135 17,6 
MMI 5 o.3°b 15,6 cw o's 207 Q 1,0 0,1 57 — 109 13,0 
ee | aie 208 ot AE | 0,1 62—~ 58 — 1,0 
ROAWONS oie 201 o 3,3 0 69—> 61 — 2,0 
& 
8 & 
 - S 
S 1S 
S S 
8 £ 
& 8 
S = 
: s 
S 
' a ee ee 
Woche Woche 
Abb. 2. Wachstumskurven von Ratten. Abb. 3. Wachstumskurven von ,Ratten. 
1. Nr. 29: Kontrolle. 1, Nr. 204: Kontrolle. 
2. 26: mit Sirup aus Rispenhirse. 2. ., 208: mit Sirup aus Kleberreis. 
3. 24: 4, =5y ny: Gersstte. 3. 5, 208: ,, 4, 4, Kolbenhirse. 
4. 28: 4 » os» Roggen. Ae 4 aS » Weizen. 
5. eae Sree » Weizen. 5S. » 202: 5 is» ‘+ Hater. 
6. , 25: 5 » +5 Nacktgerste. 206: ,, 4, 5, Mohrenhirse. 
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Ein Vergleich der Ergebnisse zeigt, da’ zwischen der Gelbfarbung 
und der wachstumsférdernden Wirkung der Garfliissigkeiten mit ver- 
schiedenen Cerealien eine weitgehende Parallelitat besteht. 


Die Kontrolltiere Nr. 29, 201 sowie 204 wurden anschlieBend an die 
siebenwéchigen Versuche unter Zugabe von je 0,05, 0,25, 0,25 cem des 
Farbstoffsirups aus Weizen 7 Tage lang gefiittert. Das Koérpergewicht 
nahm sogleich um je 17, 28, 25g pro Woche zu. 

Das Versuchstier Nr. 26, das bei Zugabe von Rispenhirsesirup nicht 
weiter gewachsen war und an schwerer Dermatitis gelitten hat, wurde dann 
weiter unter Zugabe eines aus Sirupgemisch: 0,1 cem Rispenhirsensirup 
und 0,05 cem eines Farbstoffsirups aus Reis, noch 4 Wochen gefiittert. 
Es begann gleich zu wachsen und wurde geheilt. Es hatte eine wéchentliche 
Gewichtszunahme von je 15, 22, 14 und 8g. Damit ist das Fehlen des 
Vitamin B,-Komplexes im Sirup aus Rispenhirse festgestellt (Abb. 4, 5). 


ji tt : a weal a | 











Abb. 4. Versuchstier Nr. 26, mit Sirup Abb. 5. Versuchstier Nr. 26, nach dem Normal- 
aus Rispenhirse. wachstum mit Sirupgemisch aus Rispenhirse 
und Reis. 


Wiederholte Garversuche zeigten, da der Kleberreis manchmal doch 
imstande ist, die Farbstoffbildung zu erméglichen. Nur bei den dann 
gefarbten Garfliissigkeiten konnte man eine Vitamin B,-Wirkung 
feststellen, waihrend bei Rispenhirse nie eine Farbstoffbildung eintrat. 


V. Mindest-Dosis des Farbstoff-Sirups als Vitamin B,-Konzentrat. 


Die Vitamin B,-Wirkung des Farbstoffsirups mit weit kleineren 
Dosen als 0,1 cem wurde ebenfalls durch Wachstumsversuche an Ratten, 
die diesmal auf Grundkost IT, sowie vergleichsweise auf I und II gestellt 
waren, gepriift. Als Versuchsmaterial wurden Sirupe aus Weizen, 
Nacktgerste und Reis angewandt. Die Ergebnisse sind aus Tabelle V 
und VI zu ersehen (s. auch Abb. 6, 7). 


Die Grundkost II ist fiir den Nachweis des Vitamin B,-Faktors 
viel geeigneter als die Grundkost I. Dies laBt sich durch die Verschieden- 
heit der Eigenschaften der jeweiligen Eiweibstoffe, Fischprotein bzw. 
Casein, erklaren. 











406 I. Yamasaki u. W. Yositome: 


Tabelle V. Mindestdosen des Farbstoffsirups als Vitamin B,- 
Konzentrat mit Grundkost II. 





oe Versuchszeit (4 Wochen) mit 
Vitamin Bo Farbstoffsirup 
Getreide Ratte Gewichts- ¥ cm ‘ , Gewichts- 
zunahme ee piel ol zunahme 
pro Woche Tagesdosis gewicht pro Woche 
Nr. g cem u g 
41 a" 1,0 0,013 47 — 134 21,7 
| 43 o - 0,5 0,013 42 — 120 19,5 
Nacktgerste .... 44 Q ~ 0,5 0,033 45 — 111 16,5 
| 46 25 0,083 | 37-» 130 23,3 
45 9 1,0 0 47— 44 — 0,7 
47 Q — 25 0,025 40 — 107 16,7 
| 48 o — 1,0 0,025 47 — 132 Ziv 
a 50 ot 0,5 0,05 45 —~ 137 23,0 
| 51 Q 1,0 0,05 42 —» 110 17,0 
49 o 2,5 0 50 > 54 1,0 


Tabelle VI. Vergleichende Tierversuche auf Grundkost I und II 
mit Mindestdosen des Farbstoffsirups aus Reis. 





Versuchszeit (8 Wochen) mit Farbstoffsirup 


Gewichtszunahme 





Kost Ratte Tagesdosis Kérpergewicht pro Woche 
Nr. ecm g g 
| 301 9 0,034 54 —~» 75 7,0 
i , 302 Q 0,034 66 —~» 82 5,3 
Grundkost I... | 303 9 0,068 59 —» 99 11.0 
304 Q 0,068 64 —» 95 10,3 
| 305 of 0,034 90 — 139 16,0 
Grundkost II... 306 Q 0,034 86 — 128 14,0 
| 308 ¢ 0,068 46 —» 100 18,0 





Abb. 6. Kontrolltier Nr. 49. Abb. 7. Versuchstier Nr. 50, mit 0,05 ecm 
»Farbstoffsirup’s aus Weizen. 


VI. Erhéhung des Vitamin B,-Wertes von Cerealien durch Girung. 

Wie bereits erwahnt, konnte die Vitamin B,-Wirkung der Cerealien 
bei einer Vergirung mit Aceton-Butylalkoholbakterien unter _be- 
stimmten Bedingungen stark erhéht werden. 
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Nach unseren Tierversuchen kann man den erhéhten Vitamin B,- 
Wert, ausgedriickt durch die fiir das Normalwachstum der Ratten 
erforderliche Menge in g des Materials. ungefahr wie in Tabelle VII 
ersichtlich machen. 


Tabelle VII. Vitamin B,-Wert der Cerealien. 





as saith. Umegerechnet auf Aus- 
| Dosis fiir das gangsmaterial fiir 
Normalwachstum 


Ausgangsmaterial | Farbstoffsirup 


g | ecm Normalwachstum 
ecm g 
| 0,10 0,45 
NON Sire ren na cawere 250 550 0,068 0,30 
| 0,034 0,15 
| 0,10 0,57 
Nacktgerste ......... 160 28 0,033 0,19 
| 0,013 0,07 
0,10 0,40 
a eer tar ee 160 40 0,05 0,20 
| 0,025 0,10 
BE Sica Gas ya cease 180 40 0.10 0,45 
Mohrenhirse......... 160 30 0,10 0,53 
Ss acs «se xwrnee 240 45 0,10 0,53 
ee 160 37 0,10 0,43 
Kolbenhirse ......... 240 44 0,10 0,54 
CNG i sue Soo ce os 200 42 0,10 0,48 


Bemerkung. Unter Beriicksichtigung der Ergebnisse im Abschnitt V 
ist anzunehmen, da die erforderlichen Mindestdosen der iibrigen Sirupe 
aus Mais, Mohrenhirse usw. auch weit niedriger als 0,1 cem sein diirften. 


Aykroyd und Roscoe (17) sowie Birch, Gyérgy und Harris (11) und 
auch Copping und Roscoe (18) haben den Flavin- und Vitamin B,-Gehalt 
der Cerealien mit biologischen Methoden in Tierversuchen bestimmt und 
gezeigt, daB Cerealien im allgemeinen arm an Flavin, dagegen reich an 
Vitamin B, und anderen Faktoren sind. Danach soll ihr Wert an Vitamin B, 
entsprechend dem geringen Flavingehalt beschrankt sein. 


Zum Vergleich bringen wir den Vitamin B,-Wert der Cerealien. 


Die Vitamin B,-Wirksamkeit der Cerealien wurde durch die Ve - 
garung auf etwa das 30- bis 50fache gesteigert, und zwar weit iiber 
die Grenze, die dem Vitamin B,-Gehalt entsprach. Sie sind damit in 
ihrer Wirksamkeit getrockneter Hefe oder Leber gleich. Es muB also 
angenommen werden, da der Vitamin B,-Komplex als solcher durch 
Garung erzeugt wurde. Ob es sich dabei um eine Freilegung oder 
Aktivierung der gebundenen und als Provitamin vorhandenen B,-Stoffe 
oder um eine Biosynthese der Vitamine handelt, mu dahingestellt 


bleiben. 
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Tabelle VIII. Die fiir ein normales Wachstum erforderliche 
Mindestmenge pro Tag und Ratte. 





oe Weizen- é J Sorghum- 
Weizen be Mais Reis  Hafer ue (Anhang) 
Als Quelle (ganz) (ganz) (ganz) (ganz) (ganz) (gesehiilt) Hefe (T.8.) 
£ £ £ £ £ g £ 


nach Aykroyd und 
Roscoe (1929/30) 
Vitamin B,- 
Komplex .... | > 3,5 > 3,5 > 4,5 > 4,0 0,1-—0,2 
nach Birch, Gyorgy 
und Harris (1935) 
Pee A ks > 5,0 > 50 > 3,0 
Vitamin B, .. 1,5 < 0,75 1,0 
nach Copping und 
Roscoe (1937) 
Vitamin B, .. 4,5 0,2 
Pisvin....... 4,0 0,2 
Andere Fakto- 
ren als Flavin 0,85—1,2 0,1 
nach Yamasaki und 
Yositome (1938) y 
Vitamin B, .. 0,1 < 0,45) 0,15 <0,5| <0,6 


VII. Konzentration des Vitamin B,-Komplexes durch Adsorption 
und Elution. 


Es ist nach unseren Ergebnissen ziemlich sicher, daB die Vitamin- 
wirkung des Gargutes direkt mit dem Entstehen des gelben Farbstoffs 
parallel geht. Dazu ist es uns weiter gelungen, rohe Farbstoffpraparate 
durch Adsorption aus dem Farbstoffsirup von Reis darzustellen und 
ihre Vitamin B,-Wirkung an Ratten festzustellen. 


Die Gewinnung des Farbstoffprdparats wurde nach Ellinger und Ko- 
schara (5) sowie Kuhn und seinen Mitarbeitern (6) wie folgt ausgefiihrt: 
150 cem des oben beschriebenen ,,Farbstoffsirups’’ aus Reis wurden mit 
Wasser und 115g konz. Salzsiure auf 3 Liter verdiinnt und mit 200g 
Fullererde 1'/, Stunden auf der Maschine geschiittelt. Nach dem Absetzen 
wurde das Adsorbat abzentrifugiert und auf der Zentrifuge mit dest. Wasser 
drei- bis viermal gewaschen, bis es frei von Chlorid war. Der adsorbierte 
Farbstoff wurde dann durch 1'/,stiindiges Schiitteln in einer Mischung 
von 550 cem Pyridin, 700 cem Methanol und 1250 cem Wasser eluiert. Die 
Elutionslésung wurde im Vakuum auf ein kleines Volumen eingeengt und 
die noch kolloidal zuriickgebliebene Erde durch Zusatz von Methanol und 
Aceton zum Ausflocken gebracht. Die abfiltrierte klare Farbstofflésung 
wurde im Vakuum eingeengt, dann mit dem drei- bis vierfachen Volumen 
Aceton versetzt und iiber Nacht im Kiihlraum stehengelassen. Von einem 
ausfallenden Niederschlag wurde abfiltriert und wieder bis fast zur Trockne 
eingeengt. Dann wurde in 50 bis 75 cem Wasser aufgenommen und schlieB- 
lich mit etwa 1000 cem Aceton versetzt. Dabei fielen grobe Flocken aus, 
die fast allen Farbstoff enthielten. Der abzentrifugierte Niederschlag wurde 
nach dem Auswaschen mit Aceton und Ather schnell im Vakuum getrocknet. 
So wurde ,,Farbstoffpriparat I‘‘ als ein feines gelbes Pulver gewonnen. 
Die Ausbeute betrug aus 150 ccm ,,Farbstoffsirup bzw. aus etwa 700g 
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Reis etwa 1,4 g. Der in der Acetonlésung gebliebene Farbstoff wurde, wie 
oben, nach dem Einengen in wenig Wasser gelést und durch Zusatz von 
Aceton und Ather gefallt; ,,Farbstoffpraparat B‘“, Ausbeute etwa 36 mg. 
In gleicher Weise gewannen wir aus dem Restanteil des ,,Rohsirups‘* noch 
die ,,Farbstoffpraiparate IV, sowie C und D*‘. Diese rohen Praparate | 
und IV geben einen Stickstoffgehalt von 11,55 und 11,17. Sie sind noch 
nicht kristallinisch. 


Tierversiche mit dem Farbstoffprdparat. Die Ergebnisse der Fiitte- 
rungsversuche von Ratten mit der Grundkost I und II werden in 
Tabelle IX und Abb. 8 wiedergegeben. 


Tabelle IX. Tierversuche mit dem ,,Farbstoffpriparat* aus Reis, 





Vorlaufszeit ohne 


, ow =] she sj j Ips are 
Vitamin B, Versuchszeit mit Priiparat 











_ a Zu- Sue 
gewicht Woche riparat dosis . gewicht Woche 
Nr. Wochen g g mg |Wochen g g 
29 | 8 58> 65 0,9 
392 \ Kontrolle 8 52— 61 1,2 
49 | 8 | 48» 65 20 
| 1,0 4 61— 108 11,7 
lo 3 |61—> 61) 3,3 0,5 2 108109 30.5 
| 20 25 109-»157 19,0 
5Q 3 4856 2,7 2,0 3 56—~ 93 12,2 
| 10 2 43—» 72 14,0 
; i ‘ cal ‘ 0 2 72-—» 7% 1,5 
Grand-}} 8S) 3 (86-43) 28)/ Prop. Ty) os | 3 | > 7 07 
kost I 2,0 2.5 | 77-108) 12,4 
7 3 62+>61 0 2.0 4 61+100 9.7 
| 4,0 3 80+ 149 23,0 
89 5 |77—» 80) 0,6 0 3 149—» 144 - 1,7 
| 10 4 144-5198 135 
Ate , 20 2 78—»132 27,0 
90° 56 7478 os! Prap.B\ 9 5 132136 0,8 
Prap.I 1,0 4 (136-199 15,6 
: an Cf; 20 | 2 | 84-—119) 17,5 
129 3 84—>84 0 Prap. € 1 0 3 119-121 0.7 
1029 4 59—~68 2,2 1,0 4 68118 12,5 
Grund-| 1059, 5 (61-55 08 |PrapIv!| o4 | 5 | 55-1011 92 
ost 1079 | 4 (161 -» 49|--0,5 \ 04 5 (49> 96 944 


Da diese rohen Farbstoffpraparate schon in Dosen von 0,4 bis 1,0 mg 
pro Tag und Tier normales Wachstum bei Ratten hervorrufen, liegt 
es nahe, daB man ein Praparat des Vitamin B,-Komplexes auf diese 
Weise herstellen kann. Die Arbeiten in dieser Richtung sind im Gange. 

Wirkungslosigkeit des farbstoffreien Restes vom Farbstoffsirup, Der 
Rest des durch Adsorption vom Farbstoff befreiten ,,Farbstoffsirups“ 
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war bei den Vitamin B,-frei ernahrten Ratten wirkungslos. Die als 
Vitamin B, wirksamen Stoffe werden also durch die Adsorption restlos 
aus der Lésung adsorbiert. 
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Abb. 8. Wachstumskurven von Ratten, denen die ,,Farbstoffpriparate’: verfiittert wurden. 


VIII. Versuche mit dem ungefirbten Sirup der gewéhnlichen Aceton-Butyl- 
alkoholgirung. 


Obgleich diese Bakterienarten nach Warburg (4) eine gréBere 
Menge Flavin als Hefe in ihren Zellen enthalten, diffundiert der Flavin- 


Tab.X. Tierversuche mit ungefarbtem Gargutsirup. (Grundkost I.) 





























Vorlaufszeit ohne Vitamin B, , (2 Woche “n) | : Versuchszeit mit Giarsirup 
: - gu. | | r Zu- 
Kérper- |Rahme | , Ver- | Kérper- | Bahme 
Material  Ratte — gewicht PF A ee — | gewicht Woshe 
Nr. g g ecm g g 
Reis- F ~{ | 0,2 (2,12)*| 8 | 46+46) 0 
wo || starke | 801 3 45-» 46) 0.511) 05 (6,30) | 8 | 46-»46/ 0 
S | 
Pd 0,2 (2,12 8 | 44-438! 0 
ES * Mais- | 802 9 43-> 44 0,5/ |) %2 (212) —o s 
1 > 9 
3 | protein / 0,5 (5,30) ‘eee! 6 
i i ad -| ox fi| 0,2 (0,36) 8 5b>56 0 
2% cases 803 9 50+ 55 2,5 1 0.5 (0,90) 8 |66-»57| 0 
= Mais- : | 0,2 (0,36) | 15 | 44-44) 0 
protein || 804 $ 45-» 44 0 | 0,5 (0,90) 15 | 44-»48) 20 
oS (| 2 (1,2 8 45>46 0 
gs 805 9 43 +45 1,0)|] 0,5 (3,0) 16 4659 5,6 
So Reis |) 0,7 (42 21 |89-»78| 63 
iF (ganz) Nl | 0,2 (1,2 8 (5252! 0 
5 te 806 of 49-» 52 1,5) |) 0,5 (3,0) 16 52+ 62 4,3 
35 l) 0.7 (4,2 21 62-»80 60 


* Die Werte in Klammern geben die Mengen in g Ausgangsmaterial an. 
Bemerkung. 15 cem Sirup aus 120g Reisstérke (Merck) + 40g Mais- 


eiweibstoffe; 100 cem Sirup aus 160g Kassawe + 20g Maiseiweibstoffe; 
100 cem Sirup aus 600g Reis (ganz). 
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farbstoff natiirlich nicht in die Garfliissigkeit hinein. So erhalt man 
bei der gewohnlichen Aceton-Butylalkoholgiérung aus Cerealien sowie 
aus anderen Starkematerialien keine spezifisch gefarbten Garfliissig- 
keiten. 

Polierter Reis und Wurzelknéllchen wie Kassawe, Kartoffel und 
Batate kénnen, wie schon gezeigt, keinen Farbstoff bilden, auch 
wenn sie der Garung unterworfen werden, die sonst zur Farbstoff- 
bildung fiihrt. 

Solche ungefarbten Garfliissigkeiten waren im Tierversuch entweder 
wirkungslos oder nur soweit wirksam, wie es dem eigentlichen Flavin- 
gehalt entsprach (Tabelle X). 

Der Sirup von Garfliissigkeiten der gewéhnlichen Aceton-Butyl- 
alkoholgarung von Reis ruft also in Dosen von 0,7 cem, die 4,2 g Reis 
entsprechen, nur schwaches Wachstum, etwa 6,0 g Gewichtszunahme 
pro Woche, bei Ratten hervor. Dies stimmt ziemlich gut mit den 
Angaben der englischen Forscher iiberein. 


IX. Zusammenfassung. 


Es wird gezeigt, daB durch Aceton-Butylalkoholbakterien unter 
bestimmten Bedingungen aus verschiedenen Cerealien in der Giar- 
fliissigkeit ein Vitamin B,-Komplex gebildet werden kann. 


Dem Laboratoriumsleiter, Herrn Prof. M. Yukawa sowie Herrn 
Prof. U. Suzuki (Tokyo) danken wir ergebenst fiir die vielen Anregungen 
und dem Reisverwaltungsbureau des Ministeriums fiir Land- und 
Forstwirtschaft danken wir ebenfalls fiir die Unterstiitzung dieser 
Arbeit. 
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Die lyotrope Reihe bei der Quellung und ihre Ausbreitung 
auf organische, auch nicht ionisierte Substanzen. 


XIII. Mitteilung?: 
Einflu8 von Salzen der Alkylamine. 


Von 
J. R. Katz 7, J. Seiberlich und A. Weidinger. 
(Eingegangen am 17, Mai 1938.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


1. Einleitung. Versuchstechnik. 


Im weiteren Verlauf dieser Untersuchungsreihe haben wir die 
Versuche auch auf Salze organischer Basen ausgedehnt. Bei den Salzen 
organischer Basen kann sich eine sekundire Komplikation ergeben, 
indem die Base auch mit dem esterartig gebundenen Phosphorsaurerest 





A. B. 

Abb. 1. Die Lampenmethode nach M. Samec zum Ablesen der unteren Verkleisterungstemperatur. 
Sobald das Bild A in das Bild B sich umgewandelt hat, ist die untere Verkleisterungstemperatur 
nach Samec erreicht. 
an der Oberflache der Starkemicelle chemisch reagieren kénnte, Wir 
haben daher in den zwélf vorhergehenden Abhandlungen diese Kom- 
plikation systematisch vermieden, wollen aber jetzt experimentell 

untersuchen, ob sie wirklich Bedeutung hat. 

Die Untersuchungsmethode? ist dieselbe wie in den friiheren Ab- 
handlungen dieser Reihe. Sie ist dort so ausfiihrlich beschrieben, dab 
es hier geniigen mag, sie ganz kurz in Erinnerung zu bringen. Es wird 


1 XII. Mitteilung, diese Zeitschr. 271, 54, 1934. — #? Ausfiihrliche 


Beschreibung der Methode, ebenda 257, 387, 1933. 
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mittels einer optischen Methode festgestellt, bei welcher Temperatur 
die ersten Starkekérner eines konstanten Musters zu verkleistern an- 
fangen. Es wird zuerst annihernd diese Verkleisterungstemperatur 
bestimmt. Dann wird das Gemisch von Starke und Salzlésung auf 
eine Temperatur gebracht, die etwa 2°C unterhalb der erwarteten 
Verkleisterungstemperatur liegt, und etwa 8 Minuten bei dieser 
Temperatur geriihrt, damit die Quellung der Starkekérner vor der 
Verkleisterung sich geniigend und immer gleich stark vollziehen 
kann. Dann wird die Temperatur des Wasserbades vorsichtig ge- 
steigert, und zwar wird die Erhéhung so durchgefiihrt, daB die Tem- 
peratur pro Minute um !/,°C ansteigt. Die Temperatur, bei welcher 
der von M.Samec! beschriebene optische Effekt auftritt (Abb. 1), 
schwankt bei geniigender Ubung bei mehrfacher Ausfiihrung des Ver- 
suchs um nicht mehr als 0,3° C. Bei dieser Temperatur sind nur 1 bis 2 °, 
der Starkekérner stark gequollen. 10 bis 15° der Starkekérner haben 
ihre Anisotropie verloren und sind beim Mischen mit einer 1 °,igen 
Kongorotlésung stark fairbbar geworden. Das Réntgenspektrum dieser 
Starke ist noch ginzlich unveraindert. Je mehr die Temperatur die 
oben definierte Verkleisterungstemperatur iibersteigt, um so gr6éBer ist 
der Prozentsatz der Kérner, welche die starke Quellung aufweisen, und 
der Prozentsatz der Kérner, welche ihre Anisotropie verloren haben. 

Wir haben nun bei jedem der untersuchten Salze den Zusammen- 
hang zwischen der Temperatur der anfangenden starken Quellung und 
der Konzentration (Mol pro Liter) untersucht und diese Beobachtungen 
in den verschiedenen Abbildungen dieser Abhandlung niedergelegt. Um 
Raum zu sparen, verzichten wir auf die Mitteilung der Zahlen in Tabellen. 

Alle Lésungen wurden, wenn nicht besonders erwahnt, bei einem py 
von 6,7 bis 6,8 untersucht. Sorgfaltig wurde kontrolliert, daB das py nach 
der Untersuchung den gleichen Wert hatte als zuvor. 

Alle Versuche wurden mit dem gleichen Muster Kartoffelstarke aus- 
gefiihrt, das auch zur Ausfiihrung der friiheren Versuche gedient hatte. 
Wahrend der Versuche wurde die Starke in lufttrockenem Zustande in einer 
Stépselflasche aufbewahrt. 

Die Lésungen der Sulfate und Bromide wurden aus den reinen Aminen 
durch Zufiigung von Schwefelsiure oder Bromwasserstoffsiure, bis die 
Lésung pu 6,7 bis 6,8 hatte, hergestellt. 


2. Normale Alkylaminsulfate. 


In Abb.2 haben wir den EinfluB der Verkleisterung bei den 
normalen Alkylaminsulfaten dargestellt. Die Abbildung enthalt die 
Ergebnisse bei Athylaminsulfat, n-Butylaminsulfat, n-Amylaminsulfat 
und n-Heptylaminsulfat?. Wie man sieht, liegt die Verkleisterungs- 


1 M.Samec, Koll. Beih. 8, 126, 1912. — *? Letztgenannte Substanz 
verdanken wir der organisch-chemischen Abteilung der Eastman Kodak 


Co. in Rochester, N. Y. 
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temperatur um so niedriger, je langer die Molekiilkette der Monoalkyl- 
aminsulfate ist. Dabei ist zu bemerken, daB bei geniigender Lange der 
Kette, wie beim Heptylaminsulfat, die Sulfatwirkung durch die lange 
Kette des Heptylaminrestes, sehr geschwacht wird, so daB das Heptyl- 
aminsulfat jetzt zu einer Substanz geworden ist, welche die Ver- 
kleisterungstemperatur der Kartoffelstaérke wesentlich erniedrigt. Die 
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Abb. 2. Lyotrope Reihe der organischen Kationen im Falle der Monoalkylaminsulfate. 


dazwischenliegenden Beobachtungen an n-Butylaminsulfat und n-Amyl- 
aminsulfat zeigen deutlich, daB es sich hier uni einen systematischen 
EinflaB der Lange der Alkylaminkette handelt. Es setzt sich daher die 
Wirkung eines Monoalkylaminsulfats mehr oder weniger additiv aus 
der Sulfatwirkung und aus der Monoalkylaminwirkung zusammen. 
Die Wirkung des Sulfations erhéht die Verkleisterungstemperatur, die 
Wirkung des Monoalkylaminions erniedrigt dieselbe. Irgendein EinfluB 
der an der Kartoffelstirke veresterten Phosphorséure ist dabei nicht 
auffallig, so daB wir anscheinend dieselbe in erster Annaiherung vernach- 
lassigen kénnen. 


3. Dialkylaminsalze. 


Abb. 3 enthalt die Ergebnisse mit Dialkylaminen; sie wurden als 
Sulfate und nunmehr auch als Bromide untersucht. 


Sulfat ist am starksten quellungshemmend, Rhodanid ist am 
stirksten quellungsférdernd, Bromid ist etwas weniger quellungs- 
férdernd als Rhodanid, steht aber diesem doch ziemlich nahe. 
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Indem wir nun die Alkylamine einmal a!s Sulfate und einmal als 
Bromide untersucht haben!, konnten wir leicht priifen, in welchem 
wrade die Wirkung der Amine und der Kationen additiv ist. Es zeigte 
sich dabei, da bei dem Sulfat die gleiche Reihenfolge der Ver- 
kleisterungstemperatur besteht wie bei den Bromiden: Dimethyl- 
amin << Diathylamin < Di- 
propylamin <  Dibutyl- Dimethylaminsulfat 
amin. Die Kurve liegt also a | 7A 
am hdoéchsten, wenn ein 
Dimethylaminsalz, undam_—g, 
niedrigsten, wenn ein Di- | 


butylaminsalz vorliegt. | 
8 ae 








4. Mono-, Di- und Triamine. 
In Abb. 4 haben wir 6 Dittiylonineetter 
den EinfluB der Anzahl 
Alkylgruppen im Molekiil 
studiert. Es wurden ver. [> 
glichen: Athylamin-, Di- 
athvlamin- und Triithyl- 
aminsulfat mit Athylamin-, 
Diathylamin-, —_‘ Triaithyl- 
aminbromid. Andererseits 
wurden verglichen: n-Bu- 
tylamin-, n-Dibutylamin- 4} 
und n-Tributylaminsulfat 
mit n-Butylamin-, n-Dibu- 
tylamin- und n-Tri-butyl- 
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so stirker die lyotrope 
ys k na 1 | 3 Abb. 3. Lyotrope Reihe von organischen Kationen im 
W Irkung ist, d.h. um so Falle der Dialkylaminsulfate und der Dialkylaminbromide. 
niedriger die Kurve der (Alles bei normalen Alkylen.) 
Verquellung bei der Ver- 

kleisterung liegt. Butylaminsulfat und Triathylaminsulfat haben un- 
gefahr die gleiche Intensitat der Verquellungswirkung. Die Sulfate 
erhéhen alle den Verkleisterungspunkt, hemmen also die Quellung; 
die Bromide aber erniedrigen den Verkleisterungspunkt, férdern also 


die Quellung. 


1 Es wiirde zu kompliziert sein, dieselben als Rhodanide untersuchen 
zu wollen. 
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5. Zusammenfassung. 


Die Abb. 2, 3 und 4 ergainzen das Bild zu einem Ganzen. Sie 
zeigen, daB je langer die Alkylgruppen im Alkylaminsulfat und im 
Alkylaminbromid sind, um so starker ist die Verquellungswirkung. 
Die quellungshindernde Sulfatwirkung ist um so mehr geschwicht, je 
zahlreicher und je langer die Alkylgruppen im Amin sind. Die Wirkung 
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Abb. 4. Lyotrope Reihe von organischen Kationen beim Vergleich von Mono-, Di- und Trialkyl- 
aminsalzen bei verschiedener Linge des Alkylrestes (als Sulfate und Bromide untersucht bei 
normalen Alkylen). 
der Aminreste ist annahernd additiv zur Sulfatwirkung. Nirgends 
macht sich eine Stérung von seiten der veresterten Phosphorsiure 
sichtlich bemerkbar. Wir sind daher in der ersten Abhandlung dieser 
Reihe wahrscheinlich zu vorsichtig gewesen, als wir! die Anwesenheit 

dieses Phosphorsiurerestes zuerst ausgeschlossen haben. 

Die vorliegende Arbeit zeigt weiter, daB, wenn man bei Trialkyl- 
aminen von langer Alkylgruppe — wie z. B. Triheptylaminbromid — 
lyotrope Wirkungen bekommen kénnte, diese zu den intensivsten Er- 
scheinungen dieser Art gehéren, die wir tiberhaupt an organischen 
Substanzen beobachtet haben. Noch starker mii®ten dann noch die 
Salze der quarternéren Ammoniumbasen wirken. 


1 Diese Zeitschr. 257, 392, 1933. 
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Alloxazin-Adenin-Dinukleotid aus Hefe. 
Kurze Mitteilung. 
Von 
Otto Warburg, Walter Christian und Alfred Griese. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie in Berlin-Dahlem. ) 


(Eingegangen am 23. Juni 1938.) 


Von dem in der Uberschrift genannten Dinucleotid enthalt Backer- 
hefe pro Kilo Frischgewicht etwa 12 mg. Mit einer Ausbeute von etwa 
25°, haben wir das analysenreine braunrote Bariumsalz gewonnen. 
W. Liittgens fand: 

4,159 mg; 5,330mg CO,; 1,299mg H,O; 1,336 mg Barium-Meta- 
phosphat. 

5,435 mg; 0,654cem N [21,7°; 761 mm]. 

6,610 mg; 28,27 mg Ammonium-Phosphor-Molybdat. 

C,, H,,N, P,BaO,; (M = 920). 
Ber.: 35,2 % C, 3,37% H, 13,7 % N, 6,74% P, 14,9°% Ba. 
Gef.: 34,96% C, 3,49°% H, 13,96% N, 6.21% P, 14,9% Ba. 

Das aus Hefe isolierte Dinucleotid ist identisch mit dem von uns 
aus Leber oder Niere isolierten! Dinucleotid und ist die prosthetische 
Gruppe von gelben Fermenten, unter andern der d-Aminosiure- 
Oxydase. 


1 Diese Zeitschr. 296, 294, 1938. 


Berichtigung 


zur Arbeit: Beitrage zur quantitativen fluoreszenzphotometrischen 

Mikroanalyse. IV. Mitteilung: Fluoreszenzphotometrische Bestimmung 

der Gallensiuren im Duodenalsaft, Fazes und Organen. Von Harald 
Minibeck'. 


Bei der Angabe der Methoden in Duodenalsaft, Fazes und Or- 
ganen (S. 216, 217, 218) soll es anstatt Leem der bei der Serum- 
gallensdurebestimmung beschriebenen Calciumessigestermischung richtig 
bei allen drei Methoden 0,1 cem heiben. 


1 Diese Zeitschr. 297, 214, 1938. 
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